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POVZETEK 
 
Odkritje antibiotikov in začetek njihove množične uporabe v 40. letih prejšnjega stoletja je 
eden največjih mejnikov v zgodovini medicine. Njihova široka uporaba ni le zmanjšala 
smrtnosti zaradi infekcijskih bolezni, ampak je pripomogla tudi k razvoju bakterijskih 
sevov, ki so odporni proti posameznim ali celo več različnim protibakterijskim 
učinkovinam. Potreba po novih protibakterijskih zdravilih z novim mehanizmom 
delovanja, ki bi zaobšel odpornost, je večja kot kadarkoli prej. Ena najbolj raziskanih in 
validiranih tarč za protibakterijsko terapijo je biosinteza peptidoglikana, saj poškodba 
bakterijske celične stene ali zaviranje sinteze peptidoglikana vodi v celično lizo. Ker 
človeške celice nimajo celične stene, so taka zdravila selektivno toksična za bakterije. 
Encim MurA ligaza je zelo obetavna tarča za odkrivanje novih protibakterijskih učinkovin, 
saj katalizira ključen korak v biosintezi peptidoglikana, ni prisoten v organizmih sesalcev 
in nima homologa med človeškimi proteini. Poleg tega je validirana tarča, saj ga zavira 
protibakterijsko zdravilo fosfomicin, ki je v klinični uporabi.  
 
V okviru magistrske naloge smo sintetizirali nove možne zaviralce encima MurA, pri 
čemer smo izhajali iz monosubstituiranih vinilpiridinov in jodopiridinov, znanih zaviralcev 
encima MurA. S pomočjo enostopenjskih reakcij smo sintetizirali 15 disubstiutiranih vinil- 
in jodopiridinov iz komercialno dostopnih disubstituiranih bromopiridinov, pri čemer smo 
brom zamenjali z vinilno skupino ali z jodom. Z biokemijskim testiranjem smo preverili 
zaviralno delovanje novo sintetiziranih spojin na MurA iz E.coli. Za najbolj učinkovite so 
se izkazale spojine 2, 3, 5a in 6, vsi vinilpiridini, za katere je bila pri koncentraciji 500 µM 
rezidualna aktivnost encima manjša od 50 %. Spojini 2 in 3, ki sta najbolj zavirali encim 
MurA imata obe metilno skupino na orto poziciji in vinilno skupino na meta poziciji glede 
na piridinski dušik, kar se je med našimi spojinami izkazalo za najbolj obetavno 
kombinacijo substituentov. Vrednosti IC50 so za spojine 2, 3, 5a in 6 v mikromolarnem 
območju, vendar jih ocenjujemo kot dobre, saj so naše spojine mišljene le kot fragmenti 
zaviralcev MurA. Na podlagi rezultatov lahko iz fragmentov 2, 3, 5a in 6 naprej razvijamo 
močnejše, selektivne zaviralce MurA. 
 
Ključne besede: encim MurA, protibakterijske učinkovine, peptidoglikan, vinilpiridin, 
jodopiridin.   
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ABSTRACT 
 
The discovery of antibiotics in 1940s and their subsequent widespread use is one of the 
greatest achievements of modern medicine. Although their broad use lowered mortality 
due to infectious disease, it also contributed to development of resistant and multidrug 
resistant bacteria. The need for new antibacterial agents with novel mechanisms to 
circumvent the resistance is greater than ever before. Peptidoglycan biosynthesis is one of 
the most promising and validated targets for novel antibacterials as damaging bacterial cell 
wall or inhibiting its synthesis lead to cell lysis. Human cells do not have any 
peptidoglycan; therefore, such antibacterial drugs are selectively toxic to bacteria. The 
enzyme MurA ligase catalyzes a crucial step of peptidoglycan biosynthesis, is not present 
in mammals and shows poor homology with human proteins, hence it is a very promising 
target for novel drug discovery. It is also a validated target, as it is inhibited by an 
antibiotic in clinical use, called fosfomycin. 
 
In this master's thesis we synthesized new potential MurA inhibitors based on known 
monosubstituted vinyl- and iodopyridine scaffolds. A new series of 15 disubstituted vinyl- 
and iodopyridines was synthesized from commercially available disubstituted 
bromopyridines. In one-step synthesis we exchanged the bromine atom with the vinyl 
group or with an iodine atom. Synthesized compounds were tested for their inhibitory 
activity on MurA from E. coli. Vinyl compounds 2, 3, 5a and 6 were most potent with the 
residual activity of MurA less than 50 % at 500 µM. Compounds 2 and 3 both having a 
methyl group in ortho and a vinyl group in meta position were identified as most potent 
and most suitable for further modification. IC50 values for compounds 2, 3, 5a and 6 were 
in the micromolar range. Considering our compounds are meant to function as fragments 
of a larger molecule the results are very promising. To conclude, based on fragments 2, 3, 
5a and 6 it may be possible to develop new inhibitors of MurA with high specificity and 
potency. 
 
 
Key words: MurA enzyme, antibacterial agents, peptidoglycan, vinylpyridine, 
iodopyridine. 
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SEZNAM OKRAJŠAV 
 
Ala alanin 
AroA 5-enolpiruvilšikimat-3-fosfat sintaza 
Asp asparaginska kislina 
bs širok singlet 
CDCl3 devteriran kloroform 
Cys cistein 
d dublet 
D-Ala-D-Ala dipeptid D-alanin-D-alanin 
dd dvojni dublet 
ddd dublet dvojnega dubleta 
DKM diklorometan 
DMF N, N-dimetilformamid 
DMSO dimetilsulfoksid 
DNK deoksiribonukleinska kislina 
dt dublet tripleta 
Ea etilacetat 
E. coli Escherichia coli 
EDTA etilendiamintetraocetna kislina 
E. faecalis Enterococcus faecalis 
eq molarni ekvivalent 
ESBL beta laktamaze razžirjenega spektra 
GlpT prenašalec za glicerol-3-fosfat 
Glu glutaminska kislina 
H Hillov koeficient 
Hex heksan 
HMPA heksametilfosforamid 
HPLC tekočinska kromatografija visoke ločljivosti 
Hz Hertz  
IC50 koncentracija zaviralca, pri kateri je zavrte 50 % aktivnosti 
encima 
J sklopitvena konstanta 
ix 
 
K. pneumoniae Klebsiella pneumoniae 
Lys lizin 
M molska masa 
MBK minimalna baktericidna koncentracija 
MeOH metanol 
MF mobilna faza 
MIK minimalna inhibitorna koncentracija 
MRSA proti meticilinu odporni Staphylococcus aureus 
murA gen za encim MurA 
MurA UDP-N-acetilglukozamin enolpiruvil transferaza 
MurB UDP-N-acetilglukozamin enolpiruvil reduktaza 
MurC UDP-N-acetilmuramat-L-alanin ligaza 
MurD UDP-N-acetilmuramoil-L-alanin-D-glutamat ligaza 
MurE UDP-N-acetilmuramoil-L-alanin-D-glutamil-m-
diaminopimelat/L-lizin ligaza 
MurF UDP-N-acetilmuramoil-L-alanin-D-glutamat-m-
diaminopimelat/L-lizin-D-alanil-D-alanil ligaza 
NADPH nikotinamid adenin dinukleotid fosfat 
NAG N-acetilglukozamin 
NAM N-acetilmuraminska kislina 
NMR jedrska magnetna resonanca 
PBP penicilin vezoči proteini 
PEP fosfoenolpiruvat 
ppm število delcev na milijon 
Pro prolin 
q kvartet 
RA rezidualna aktivnost 
Rf retencijski faktor 
RNK ribonukleinska kislina 
s singlet 
S. aureus Staphylococcus aureus 
THF tetrahidrofuran 
TLC tankoplastna kromatografija 
x 
 
TMS tetrametilsilan 
tR retencijski čas 
Ttal temperatura tališča 
UDP uridin difosfat 
UDP-NAG uridildifosfat-N-acetilglukozamin 
UDP-NAM uridildifosfat-N-acetilmuraminska kislina 
UhpT prenašalec za heksoza-6-fosfat 
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1. UVOD 
 
1.1. PROTIBAKTERIJSKE UČINKOVINE 
 
Izraz kemoterapija je v začetku 20. stoletja začel uporabljati Paul Ehrlich in je originalno 
pomenil zdravljenje z zdravili sinteznega izvora, ki so selektivno toksična za patogene 
organizme, gostitelju pa ne škodijo. Danes ob tem izrazu najprej pomislimo na zdravljenje 
raka, zato raje govorimo o protimikrobni kemoterapiji. Strogo gledano so antibiotiki snovi, 
ki jih proizvajajo živi organizmi in ubijejo ali ovirajo rast drugih mikroorganizmov, 
kemoterapevtiki pa so vsa protimikrobna zdravila izdelana sintezno ali z modifikacijo 
naravnega antibiotika. V praksi danes tudi tistim protibakterijskim zdravilom, ki so 
izdelana polsintezno, pravimo antibiotiki. Koncept selektivne toksičnosti pri 
protibakterijski terapiji deluje zato, ker se bakterijske celice fiziološko in biokemijsko 
razlikujejo od človeških. Protibakterijska zdravila temeljijo na razlikah med biokemijskimi 
reakcijami, ki urejajo presnovo, rast in razmnoževanje pri bakterijskih in sesalskih celicah. 
Druge primerne tarče za protibakterijske učinkovine so zgrajene bakterijske celične 
strukture, na primer celična membrana (1). Po mehanizmu delovanja skupine 
protibakterijskih učinkovin razdelimo na tiste, ki (Slika 1): 
- zavirajo biosintezo celične stene (penicilini, cefalosporini, cefamicini, 
karbapenemi, monobaktami, glikopeptidi, bacitracin, cikloserin in fosfomicin),  
- zavirajo sintezo bakterijskih proteinov (tetraciklini, aminoglikozidi, 
kloramfenikol in makrolidi),  
- zavirajo sintezo nukleinskih kislin prek zaviranja bakterijske DNK giraze 
(kinoloni) in drugih mehanizmov (rifamicini, metronidazol in nitrofurantoin), 
- okvarijo celično membrano (polimiksini, daptomicin), 
- zavirajo celični metabolizem v mikroorganizmu (sulfonamidi in trimetoprim) (2). 
 
Protibakterijske učinkovine lahko delimo po kemijski strukturi, mehanizmu delovanja, 
obsegu delovanja in po učinku. Po obsegu delovanja ločimo širokospektralne učinkovine, 
ki delujejo na več vrst mikroorganizmov, ter ozkospektralne, ki delujejo le na eno vrsto 
bakterij. Glede na učinek na bakterije ločimo bakteriostatične in baktericidne 
protibakterijske učinkovine. Prve le reverzibilno zavrejo rast in razmnoževanje 
mikroorganizma, druge pa ga poškodujejo do te mere, da ga uničijo (3, 4). 
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Slika 1: Bakterijska celica in tarče delovanja protibakterijskih učinkovin; prirejeno po (4). 
 
Splošno pravilo je, da so protibakterijske učinkovine, ki vplivajo na sintezo celične stene 
ali zavirajo ključen encim (npr. bakterijsko girazo), baktericidne. Tiste, ki vplivajo na 
sintezo bakterijskih proteinov, pa so bakteriostatične (1). Občutljivost bakterijskega seva 
na protibakterijsko učinkovino opišemo z minimalno inhibitorno koncentracijo (MIK) in 
minimalno baktericidno koncentracijo (MBK). MIK je najnižja koncentracija 
protibakterijske učinkovine, ki zavre rast mikroorganizma pri inkubaciji 18-24 ur. MIK je 
merilo za bakteriostatično učinkovitost zdravila. MBK je definirana kot najnižja 
koncentracija protibakterijske učinkovine, ki povzroči uničenje mikroorganizma, oziroma 
jih v kulturi preživi le 0,01%. Pri baktericidnih zdravilih sta vrednosti MIK in MBK 
podobni, pri bakteriostatičnih zdravilih, kot so npr. makrolidi, pa je vrednost MBK veliko 
višja od MIK (5). 
 
1.1.1. Protibakterijske učinkovine, ki delujejo na sintezo celične stene 
 
Ena najbolj raziskanih in validiranih tarč za protibakterijsko terapijo je biosinteza 
peptidoglikana. Poškodba celične stene ali zaviranje sinteze peptidoglikana vodi v celično 
lizo. Ker človeške celice nimajo celične stene, so taka zdravila selektivno toksična za 
bakterije (6). 
 
Betalaktami (penicilini, cefalosporini, karbapenemi in monobaktami) delujejo tako, da 
preprečijo končno prečno premreženje peptidnih verig, ki poteče s pomočjo membransko 
vezanih encimov transpeptidaz. Na te encime se lahko veže penicilin, zato so dobili ime 
penicilin vezoči proteini (PBP). Betalaktami imajo štiričlenski betalaktamski obroč, pri 
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čemer je pri penicilinih in karbapenemih nanj pripet petčlenski, pri cefalosporinih pa 
šestčlenski obroč. Transpeptidaza te strukture zamenja za D-Ala-D-Ala del peptidne verige 
gradnikov peptidoglikana, ki se v reakciji transpeptidacije veže v aktivno mesto PBP-jev. 
Serinski ostanek v encimu napade betalaktamski obroč, ki se razpre, ciklična molekula pa 
nato ne more zapustiti aktivnega mesta encima in prepreči dostop nativnemu substratu. 
Nepremrežen peptidoglikan celici ne more zagotavljati opore in zato ta poči. Glikopeptidi, 
kot sta vankomicin in teikoplanin, ne delujejo na encime, ampak direktno na gradnike 
celične stene. Glikopeptidi nekovalentno vežejo pentapeptidni del gradnika peptidoglikana 
in zaradi svoje velikosti onemogočijo dostop encimom transglikozilazam in 
transpeptidazam. Novi gradniki se tako ne morejo vključiti v nastajajočo strukturo 
peptidoglikana. Zaradi velikosti molekul glikopeptidi ne morejo prečkati zunanje 
membrane Gram negativnih bakterij. Njihova uporaba je omejena na odporne Gram 
pozitivne organizme. Bacitracin je polipeptid, ki se uporablja le za lokalno zdravljenje, ker 
je sicer toksičen. Veže se na lipidni prenašalec baktoprenol in prepreči njegovo 
regeneracijo in ponovno uporabo. Gradniki peptidoglikana se zato ne morejo prenašati 
prek citoplazemske membrane. Cikloserin je strukturni analog D-alanina, ki prepreči 
sintezo D-Ala-D-Ala v citoplazmi (2). Naravni antibiotik fosfomicin zavira sintezo 
gradnikov peptidoglikana prek zaviranja encima MurA (7). 
 
1.2. ODPORNOST BAKTERIJ NA PROTIBAKTERIJSKE UČINKOVINE 
 
Odkritje antibiotikov in začetek njihove množične uporabe v 40. letih prejšnjega stoletja je 
eden največjih mejnikov v zgodovini medicine. Vendar njihova široka uporaba ni le 
zmanjšala smrtnosti zaradi infekcijskih bolezni, ampak je pripomogla tudi k razvoju 
bakterijskih sevov, ki so odporni proti posameznim ali celo več različnim protibakterijskim 
učinkovinam. Že okoli leta 1950 je bilo 50 % sevov Staphylococcus aureus odpornih na 
penicilin. Do konca 70. let prejšnjega stoletja so razvojni oddelki farmacevtskih družb 
odkrili skoraj vse skupine danes široko uporabljanih protibakterijskih učinkovin, nato pa se 
je razvoj praktično ustavil. Razvoj tako ni zadostil potrebam in množični uporabi, kar je še 
poslabšalo problem odpornosti (4, 8). Če bo odpornost še hitro rasla, nam grozi, da bodo 
zmožnosti današnje medicine znova pahnjene nazaj v 30. leta prejšnjega stoletja. Mnogo 
operativnih posegov bi bilo namreč preveč tveganih zaradi možnosti infekcije (2). Potreba 
po novih protibakterijskih zdravilih z novim mehanizmom delovanja, ki bi zaobšel 
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odpornost, je večja kot kadarkoli prej. Vendar pa je razvoj počasen zaradi finančnih 
razlogov in zaradi dolgega časa do prihoda zdravila na trg (8).  
 
1.2.1. Mehanizmi nastanka odpornosti 
 
Odpornost bakterij na protibakterijske učinkovine se ni pojavila šele z njihovim odkritjem, 
ampak se je razvila kot odziv na prisotnost naravnih antibiotikov, ki jih izločajo nekateri 
mikroorganizmi v skupnem življenjskem prostoru ali pa za preživetje ob izločanju lastnih 
antibiotikov. Te bakterije so intrinzično oz. naravno odporne na ta antibiotik (1). 
Posamezne bakterijske vrste so naravno odporne, kadar nimajo tarčnih mest, kamor deluje 
protibakterijska učinkovina, ali pa s svojo strukturo preprečijo dostop do tarčnega mesta 
delovanja. Tako so vse bakterije iz rodu Mycoplasma naravno odporne proti penicilinom, 
ker nimajo celične stene in Gram negativne bakterije odporne na glikopeptide, ki ne 
morejo prečkati njihove zunanje membrane (4). Poznamo še pridobljeno odpornost, kjer 
sev bakterije, ki je bil prej občutljiv na protibakterijsko zdravilo, ne izkazuje več 
občutljivosti (2). Lahko nastane kot posledica mutacije kromosomskega gena ali zaradi 
pridobitve nove genske informacije s horizontalnim (tj. iz celice na celico, ki ni hčerinska) 
prenosom genskega materiala med bakterijami. Poznamo pet mehanizmov bakterijske 
odpornosti: 
- encimska razgradnja protibakterijske učinkovine,  
- sprememba tarčnega mesta protibakterijske učinkovine,  
- sprememba presnovne poti, na katero deluje protibakterijska učinkovina,  
- zmanjšana prepustnost celične membrane za protibakterijsko učinkovino, 
- aktivno izčrpavanje protibakterijske učinkovine iz bakterijske celice (4). 
 
Primer odpornosti zaradi encimske razgradnje je odpornost bakterij na betalaktame zaradi 
delovanja encimov betalaktamaz. Ti encimi razgradijo betalaktamski obroč penicilinov in 
nekaterih cefalosporinov in jih s tem inaktivirajo. Bakteriji Escherichia coli in Klebsiella 
pneumoniae izločata laktamaze razširjenega spektra (extended spectrum betalactamases – 
ESBL), ki so zmožne hidrolizirati poleg penicilinov in večine cefalosporinov tudi 
monobaktam aztreonam. Encimska inaktivacija kot mehanizem odpornosti je značilna tudi 
za aminoglikozide in kloramfenikol. Pomemben mehanizem odpornosti proti 
betalaktamom pri Gram pozitivnih bakterijah je sprememba v penicilin vezočih proteinih 
5 
 
(PBP), ki sodelujejo v sintezi peptidoglikana. Prva možnost je, da sprememba nastane v 
obstoječem PBP, tako da se zmanjša afiniteta do vezave penicilina. Lahko pa bakterija 
pridobi gensko informacijo za nov PBP, na katerega betalaktami nimajo učinka. Takšen 
mehanizem pridobljene odpornosti je odgovoren za odpornost pri na meticilin odpornem S. 
aureus (meticilin-resistant S. aureus – MRSA) (9). Primer spremenjene presnovne poti kot 
mehanizem odpornosti je hkratna odpornost proti trimetoprimu in sulfonamidom. Zaradi 
kromosomske mutacije celica inaktivira sintezno pot, ki jo zavirajo sulfonamidi in 
trimetoprim. Pri tem bakterijska celica produkte sintezne poti začne privzemati iz okolja 
(4). Pri po Gram negativnih bakterijah pridobljena odpornost na betalaktame nastane tudi 
zaradi zmanjšanega števila porinov, proteinskih kanalov v zunanji membrani, skozi katere 
prehajajo hidrofilni betalaktami. Zaradi onemogočenega dostopa do tarčnih PBP-jev 
betalaktami ne morejo delovati. Še zadnji mehanizem odpornosti je aktivno izčrpavanje 
protibakterijske učinkovine iz celice, ki je značilen za tetracikline. Membranske 
beljakovine v citoplazemski membrani, ki jih kodirajo z genskim prenosom pridobljeni 
geni, aktivno izčrpavajo protibakterijsko učinkovino iz celice z isto hitrostjo kot ta vstopa, 
še preden bi lahko dosegla prijemališče (9).  
 
Neustrezna in nekritična uporaba protibakterijskih zdravil v humani in predvsem 
veterinarski medicini omogoča selekcijo odpornih bakterijskih sevov ter usmerja evolucijo 
medicinsko pomembnih bakterij v razvoj odpornih vrst. Takšna evolucija je posledica 
zmožnosti bakterij za hiter razvoj novih mehanizmov odpornosti in širjenja med populacijo 
in med različnimi vrstami (4). Posebno zaskrbljujoče so bakterije odporne na več 
učinkovin hkrati – tiste, ki so odporne na vsaj eno protibakterijsko učinkovino iz vsaj treh 
različnih skupin. Te so velika ovira za uspešnost zdravljenja, saj ga močno podaljšajo in 
podražijo. Po Gramu pozitivne multirezistentne bakterije, kot je MRSA, so po podatkih iz 
2017 v Sloveniji zaenkrat dobro obvladane. Bolj zaskrbljujoča pa je rast pojava proti 
karbapenemom odpornih bakterij, ki imajo velik potencial ogrožanja zdravja (10). 
 
1.3. BAKTERIJSKA CELICA 
 
Celica je osnovna enota življenja, ki vsebuje gensko informacijo (DNK in RNK) in 
molekule za prepisovanje in prevajanje genske informacije v beljakovine. Te usmerjajo 
celično presnovo in organizirajo celično strukturo. Celična membrana daje celici notranje 
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okolje in selektivno prepušča izbrane snovi. Poznamo evkariontske in prokariontske celice. 
Evkarionti imajo jedro, v katerem je DNK, razdeljen na kromosome, ter organele, ki se 
nahajajo v citoplazmi. Prokarionti, kamor spadajo bakterije, nimajo ne jedra, ne organelov. 
Imajo eno molekulo DNK, ki je krožna in se nahaja v citoplazmi. Lahko imajo še manjše 
krožne molekule DNK, ki se imenujejo plazmidi, ki se podvajajo ločeno od kromosomske 
DNK (4). 
 
Bakterije so enocelični prokariontski organizmi, v povprečju veliki od 1–2 µm. Opazujemo 
jih pod mikroskopom, najpogosteje obarvane po Gramu. S tem barvanjem razdelimo 
bakterije na Gram pozitivne in Gram negativne. Barvanje izvedemo na posušenem in 
fiksiranem razmazu bakterij na objektnem stekelcu tako, da vzorec obarvamo z 
metilvijoličnim barvilom in Lugolovo raztopino joda, nato pa z organskim topilom 
(alkohol ali aceton) razbarvamo vzorec. Nekatere bakterije zadržijo barvilo in jih ne 
moremo razbarvati – te so po Gramu pozitivne. Tiste, ki so se razbarvale, so po Gramu 
negativne. Te pred opazovanjem še obarvamo z rdečim barvilom safranilom ali 
karbolfuksinom. Pod mikroskopom so Gram pozitivne bakterije vijolične, Gram negativne 
pa rdeče. Različno obarvanje bakterij nastane zaradi različne zgradbe njihovih celičnih sten 
(3). 
 
V notranjosti bakterijske celice je citoplazma, ki je poltekoča in navzven zamejena s 
citoplazemsko membrano. Sestavljena je iz vode (70 %), ter organskih in anorganskih 
snovi, ki jih bakterija potrebuje za celično presnovo. V citoplazmi najdemo nukleoid, 
območje, kjer se nahaja bakterijski kromosom. V citoplazmi najdemo še ribosome in 
plazmide. Citoplazemska membrana je poltekoči sloj fosfolipidov, v katerega so umeščeni 
proteini. Ti celici omogočajo selektivno prepustnost in aktivni prenos snovi, elektronski 
prenos in oksidativno fosforilacijo, prenos bakterijskih hidrolitičnih encimov v okolico, ter 
prostorsko organizacijo encimskih skupkov, ki jih celica potrebuje za izgradnjo DNK, 
citoplazemske membrane in bakterijske stene (4). Bakterijska celična membrana ne 
vsebuje sterolov, kar vpliva na prepustnost za zdravilne učinkovine (1). Citoplazemsko 
membrano obkroža celična stena, ki celici daje oporo in značilno obliko ter kljubuje 
visokemu osmotskemu pritisku, ki nastane med citoplazmo in celično zunanjostjo. Celična 
stena bakteriji omogoča preživetje v hipoosmolarnih okoljih, kjer bi celica počila, saj v 
notranjosti kopiči številne osmozno aktivne delce (4). 
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1.3.1. Bakterijska celična stena  
 
Glavna sestavina bakterijske celične stene je peptidoglikan, kompleksen heteropolimer, ki 
v obliki elastične mreže obkroža citoplazemsko membrano. Celični steni daje trdnost in 
služi kot ogrodje za pripenjanje proteinov in drugih polimerov, a je vseeno dovolj porozen, 
da skozenj lahko difundirajo majhne molekule, kot so hranila, kemični signali in faktorji 
virulence (11). Tako pri Gram negativnih kot gram pozitivnih bakterijah, peptidoglikan 
skozi pore prepušča delce v velikosti okoli 2 nm. Peptidoglikan je dovolj elastičen, da se 
lahko reverzibilno razširi in skrči na 3-kratno velikost, ne da bi počil (12). 
 
1.3.2. Celična stena Gram pozitivnih bakterij 
 
Pri Gram pozitivnih bakterijah celično steno sestavlja do 40 plasti peptidoglikana, kar 
predstavlja približno 50 % mase bakterijske stene (Slika 2). Poleg tega sestavljajo celično 
steno še površinski proteini in znatne količine kislinskih polimerov, imenovanih tehojske 
kisline, pri nekaterih vrstah pa še polisaharidi bakterijske kapsule (4). Lipotehojske kisline 
so kovalentno vezane na glikolipide citoplazemske membrane in štrlijo skozi 
peptidoglikan, tehojske kisline celične stene pa tvorijo zunanjo plast bakterijske stene in so 
kovalentno vezane na peptidoglikan (13). Zaradi svoje zunanje lege imajo vlogo pri 
pritrjevanju bakterij na gostiteljske celice in pri imunskem odzivu, saj spodbujajo 
nastajanje vnetnih citokinov (14). Prav tako služijo za vezavo kationov kot sta Ca2+ in 
Mg2+, preden se ti prenesejo v notranjost celice (3). Kislinski polimer daje bakteriji močno 
polarno in negativno nabito površino, kar vpliva na prodiranje ioniziranih molekul, zato 
vanjo lažje vdrejo pozitivno nabite molekule, kot je protibakterijsko zdravilo streptomicin 
(1). Na peptidoglikan so pripeti mnogi proteini, ki opravljajo različne naloge, na primer iz 
okolice vežejo kovinske ione ter hranila, ali pa služijo kot adhezini, ki bakteriji pomagajo 
pri vezavi na površine pri kolonizaciji (14). 
 
1.3.3. Celična stena Gram negativnih bakterij 
 
Celična stena Gram negativnih bakterij je debela le eno ali dve plasti peptidoglikana, kar je 
5-10 % mase bakterijske stene. Gram negativne bakterije imajo dodatno membrano na 
zunanji strani peptidoglikana, ki je zgrajena kot asimetrični lipidni dvosloj, v katerem so 
vloženi proteini. Notranja plast fosfolipidov zunanje membrane je podobna fosfolipidnemu 
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sloju citoplazemske membrane, zunanji sloj pa sestavljajo lipopolisaharidne molekule, ki 
so edinstvene za vsako bakterijsko vrsto in imajo vlogo pri vzpodbujanju imunskega 
odziva (4). Fosfolipidni sloj je neprehoden za proteine in zelo velike molekule, majhne 
hidrofilne molekule pa lahko pasivno prehajajo skozi transmembranske proteine porine, ki 
prepuščajo sladkorje, aminokisline in nekatere ione. Te snovi so prisotne v 
periplazemskem prostoru, ki je območje med citoplazemsko in zunanjo membrano (13). 
Poleg peptidoglikana se v tem prostoru nahajajo tudi hidrolitični encimi za razgradnjo 
visokomolekularnih hranil, vezavni proteini za hranila in zunajcelične signale, encimi, ki 
gradijo zunajcelične strukture in tudi encimi, ki inaktivirajo nekatere protibakterijske 
učinkovine (3). Periplazemski prostor je stabiliziran z lipoproteinskimi molekulami, ki so s 
proteinskim koncem vezane na peptidoglikan, lipidni del pa je nekovalentno vezan v 
zunanjo membrano (4). Zaradi kompleksnejše sestave celične stene pri Gram negativnih 
bakterijah (Slika 2), so nekatere protibakterijske učinkovine manj učinkovite proti Gram 
negativnim organizmom, ker težje prehajajo skozi zunanjo membrano (1). 
 
 
Slika 2: Shema celična stene po Gramu pozitivne in po Gramu negativne bakterije; prirejeno po (3). 
 
1.4. PEPTIDOGLIKAN 
 
Ključna sestavina bakterijske celične stene je kompleksen polimer peptidoglikan. Njegova 
osnova so linearne polisaharidne verige, ki so prečno premrežene s kratkimi peptidi (Slika 
3). Polisaharidne verige so sestavljene iz izmenjujočih se N-acetilglukozamina (NAG) in 
N-acetilmuraminske kisline (NAM), ki sta povezana z β 1→4 glikozidno vezjo. Na D-
laktilno skupino vsake NAM je pripet kratek tetrapeptid, ki je navadno sestavljen iz L-Ala-
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γ-D-Glu-mezo-2,6-diaminopimelične kisline-D-Ala-D-Ala pri večini Gram negativnih 
organizmov in L-Ala-γ-D-Glu-L-Lys-D-Ala-D-Ala pri večini Gram pozitivnih 
organizmov. V zreli makromolekuli zadnji D-Ala ni več pripet. Prečno premreženje 
največkrat poteče med karboksilno skupino D-Ala na poziciji 4 (donor acilne skupine) in 
stransko amino skupino diamino kisline na poziciji 3 (akceptor acilne skupine). Prečno 
premreženje je pri večini Gram negativnih bakterij direktno, pri Gram pozitivnih bakterijah 
pa prek kratkega peptidnega mostička. Bakterijski peptidoglikan vsebuje elemente, ki so 
značilni le za prokariontske celice: monosaharid NAG, ne-proteinogene aminokisline kot 
je diaminopimelična kislina, ter D-aminokisline D-Ala in D-Glu. Med bakterijskimi 
vrstami obstajajo razlike v sestavi kratkega peptida in v poziciji in sestavi peptidnega 
mostička za prečno premreženje. Pri bakteriji S. aureus na primer, je most sestavljen iz 
petih glicinov (12). Edini segment, ki je univerzalen za vse bakterije, ki imajo v celični 
steni peptidoglikan, je polisaharidna veriga iz NAG in NAM (3). 
 
Slika 3: Shema zgradbe peptidoglikana; prirejeno po (1). 
 
1.4.1. Biosinteza peptidoglikana 
 
Biosinteza peptidoglikana je zapleten proces, ki vključuje okoli 20 reakcij, ki se zgodijo v 
citoplazmi (sinteza nukleotidnih aminosladkorjev), na notranji strani citoplazemske 
membrane (sinteza prekurzorjev lipidov I in II) in na zunanji strani citoplazemske 
membrane (polimerizacija prekurzorjev) (15). Sinteza prekurzorjev peptidoglikana se 
začne v citoplazmi, kjer se sintetizirata nukleotidna aminosladkorja uridin-difosfat (UDP)-
NAG in UDP-NAM. UDP-NAG se v štirih stopnjah sintetizira iz fruktoza-6-fosfata, iz 
UDP-NAG pa se sintetizira UDP-NAM. To pretvorbo katalizirata MurA in B, kar je 
podrobno opisano v poglavju 1.5. V naslednjih korakih se na UDP-NAM s pomočjo 
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encimov MurC-F zaporedno pripne pet aminokislin, da nastane UDP-N-
acetilmuramilpentapeptid (16). Bakterijska celica mora s pomočjo encimov racemaz sama 
sintetizirati D-aminokisline, ki jih pripenja v tem koraku. UDP-NAM-pentapeptid se v 
naslednjem koraku prek pirofosfatne vezi pripne na lipidni prenašalec baktoprenol 
(undekaprenil), da nastane prekurzor imenovan Lipid I oz. undekaprenil-pirofosforil-NAM 
pentapeptid. Iz UDP se na baktoprenol-UDP-NAM-pentapeptid prenese še NAG in tako 
nastane prekurzor Lipid II oz. undekaprenil-pirofosforil-NAM-(pentapeptid)-NAG (11). 
Pri Gram pozitivnih bakterijah se na pentapeptid veže še kratek peptidni mostiček. Nastala 
enota peptidoglikana se vezana na baktoprenol prenese skozi celično membrano. NAG-
NAM-pentapeptid se pripne na rastoči del polisaharidne verige peptidoglikana s pomočjo 
membransko vezane glikoziltransferaze, ki prekine vez med prenašalcem in disaharidno 
enoto, namesto nje pa se ustvari nova glikozidna vez. Baktoprenol se sprosti v fosforilirani 
obliki, ko pa se vrne prek membrane v citoplazmo, se defosforilira in ponovno uporabi (4). 
Prečno premreženje peptidnih verig poteče z reakcijo transpeptidacije, ki jo katalizira 
membransko vezan encim transpeptidaza. Aminokislinski ostanek serin v aktivnem mestu 
transpeptidaze deluje kot nukleofil, ki napade peptidno vez med D-Ala-D-Ala na enem 
pentapeptidu, pri čemer se terminalno vezani Ala odcepi. Med aminokislino na mestu 3 
drugega pentapeptida in preostalim Ala se nato tvori nova peptidna vez, pri čemer se dva 
sosednja peptida premrežita (2). Membransko vezani encimi glikoziltransferaze in 
transpeptidaze, ki katalizirajo transglikozilacijo in transpeptidacijo, so imenovani tudi 
penicilin vezoči proteini (PBP) (4). 
 
1.5. ENCIM MurA 
 
Ključen prekurzor v biosintezi peptidoglikana je UDP-NAM, ki se sintetizira v dveh 
korakih s pomočjo citoplazemskih encimov UDP-N-acetilglukozamin enolpiruvil 
transferaze MurA in UDP-N-acetilenolpiruvilglukozamin reduktaze MurB. MurA 
katalizira prenos enolpiruvata iz fosfoenolpiruvata (PEP) na 3'-hidroksilno skupino UDP-
NAG, pri čemer nastane produkt UDP-N-acetilglukozamin-enolpiruvat in se sprosti 
anorganski fosfat. V naslednjem koraku MurB s pomočjo NADPH reducira UDP-NAG-
enolpiruvat v UDP-NAM. Biokemijska reakcija, ki jo katalizira MurA, je v naravi zelo 
redka; edini drugi poznani encim, ki prenese enolpiruvatni ostanek iz PEP na -OH skupino, 
pri čemer se sprosti anorganski fosfat, je 5-enolpiruvilšikimat-3-fosfat sintaza AroA v 
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sintezi šikimatne kisline. Oblika encimov MurA in AroA je zelo podobna, čeprav imata 
enakega le četrtino aminokislinskega zaporedja (15). Z rentgensko kristalografijo so 
ugotovili, da ima encim MurA dve globularni domeni, ki ju povezujeta dve zanki (Slika 4). 
Aktivno mesto encima se nahaja med domenama. Zvitje aminokislinske verige je v obeh 
domenah podobno – tri vzporedne α-vijačnice v notranjosti domene, ki so obkrožene s 
tremi α-vijačnicami in tremi β-ploščami iz štirih verig. Pri E. coli prva domena vsebuje 
aminokislinske ostanke 22-229, druga pa 1-21 in 230-419 (17). Encim, ki nima vezanega 
liganda, je v odprti konformaciji, vezava UDP-NAG pa sproži večjo konformacijsko 
spremembo po mehanizmu induciranega prileganja, pri kateri encim zavzame zaprto 
konformacijo (Slika 4). Zanka Pro112-Pro121, ki vsebuje aminokislinski ostanek Cys115, 
je fleksibilna in je pri odprti konformaciji izpostavljena topilu, pri zaprti konformaciji pa 
tvori pokrov okoli območja med domenama, kjer je vezan UDP-NAG (15). Tudi vezava 
PEP na prost encim sproži strukturno spremembo, ki pa ni tako velika, kot po vezavi UDP-
N-acetilglukozamina (17). 
 
 
Slika 4: Tridimenzionalne strukture encima MurA; prirejeno po (15). 
 
MurA katalizira reakcijo, ki poteče po mehanizmu adicije-eliminacije (Slika 5). C-3 atom 
substrata PEP se najprej protonira, 3'-OH skupina UDP-NAG pa se deprotonira. Z adicijo 
PEP na 3'-OH skupino nastane tetraedrični intermediat fosfolaktil-UDP-NAG, čemu sledi 
odtegnitev protona iz C-3 atoma PEP in eliminacija fosfata, da nastane UDP-N-
acetilglukozamin-enolpiruvat. Za potek reakcije sta ključna aminokislinska ostanka 
Cys115 in Asp305 (v E. coli), ki najverjetneje sodelujeta pri odtegnitvi protona iz 
tetraedričnega intermediata in pri sprostitvi produkta iz aktivnega mesta. Verjetno je za 
potek reakcije pomemben še aminokislinski ostanek Lys22, ki je striktno ohranjen pri 
MurA encimih in naj bi sodeloval pri prenosu protona pred adicijo PEP (6). 
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Slika 5: Mehanizem reakcije, ki jo katalizira encim MurA; povzeto po (15). 
 
1.5.1. Zaviralci encima MurA 
 
Encim MurA je zelo obetavna tarča za odkrivanje novih protibakterijskih učinkovin, saj 
katalizira ključen korak v biosintezi peptidoglikana, ni prisoten v organizmih sesalcev in 
nima homologa med človeškimi proteini. Je validirana tarča, saj protibakterijsko zdravilo 
fosfomicin, ki je v klinični uporabi, zavira encim MurA (6). V zadnjih desetletjih je veliko 
raziskovalnih skupin odkrilo kovalentne zaviralce MurA s pomočjo kemijskih knjižnic in 
rešetanja visoke zmogljivosti (Slika 6). Najdeni zaviralci so izkazali zaviralno delovanje na 
encim z vrednostmi IC50 v nizkem mikromolarnem območju. Večina teh zaviralcev je 
izkazala le skromno protibakterijsko aktivnost, kar je morda posledica slabega prodiranja v 
notranjost celice, kjer se nahaja MurA. Protibakterijska učinkovitost nekaterih od 
zaviralcev je bila posledica nespecifičnega zaviranja bakterijske rasti prek drugih tarč (7). 
 
Tudi na Fakulteti za farmacijo so v preteklosti že iskali zaviralce MurA. V prvi raziskavi 
so se ukvarjali z vrednotenjem knjižnice majhnih molekul (fragmentov), ki vsebujejo 
elektrofilne reaktivne skupine. Pri večini danes registriranih kovalentnih zaviralcih, ki 
imajo za tarčo cistein, elektrofilna reaktivna skupina reagira s cisteinom po mehanizmu 
Michaelove adicije, a so želeli najti še druge možne kemizme. S pomočjo neencimskih 
preskusov reaktivnosti in selektivnosti na cistein ter encimskih testiranj na MurA so našli 
tudi zaviralce MurA, ki vsebujejo reaktivne elektrofilne skupine, ki s cisteinom reagirajo 
po mehanizmu ne-Michaelove nukleofilne adicije, nukleofilne substitucije in oksidacije 
(Slika 6). Glede na rezultate so potrdili hipotezo, da bi bilo pri načrtovanju kovalentnih 
zaviralcev, ki imajo za tarčo cistein, dobro najprej izbrati elektrofilno skupino s primerno 
reaktivnostjo na tarčni cistein in šele nato sestaviti kompleksnejšo molekulo, ki bo v 
tarčnem mestu zagotovila tudi ne-kovalentne interakcije (18). 
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Glede na to, da so nekateri odkriti zaviralci MurA majhni heterocikli, so v drugi raziskavi 
sestavili knjižnico heterociklov, ki vsebujejo dušik, v kombinacijah z reaktivnimi 
elektrofilnimi skupinani. Izbrani heterocikli so bili piridin, pirimidin, pirazin, imidazol, 
pirazol, oksazol, izoksazol in tiazol. Reaktivni elektrofili so bili halogeni Cl-, Br- in I-, ki s 
cisteinom reagirajo po mehanizmu aromatske nukleofilne substitucije, ter nitrilna, vinilna 
in etinilna skupina, ki s cisteinom reagirajo v reakciji nukleofilne adicije. Fragmente s 
primerno stabilnostjo in reaktivnostjo na cistein so uporabili pri testiranju zaviralnega 
delovanja na MurA. Najbolje so se izkazali jodo- in vinil-substituirani heterocikli, kar je 
dobra začetna točka za načrtovanje novih zaviralcev MurA s podobnimi kemijskimi 
strukturami (Slika 6) (19). 
 
 
Slika 6: Zaviralci encima MurA, ki so jih odkrili na Fakulteti za farmacijo in druge raziskovalne skupine; 
prirejeno po (7, 8, 18, 19). 
 
1.5.2. Fosfomicin 
 
Fosfomicin je naravni širokospektralni baktericidni antibiotik, ki zavira delovanje encima 
MurA. Odkrili so ga leta 1969 kot proizvod bakterij Streptomyces spp., v Evropi pa je v 
klinični uporabi že od zgodnjih 70. let prejšnjega stoletja. Je derivat fosfonske kisline z 
značilno epoksidno skupino, ki strukturno ni soroden nobenemu drugemu 
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protibakterijskemu zdravilu (20). Na trgu je v dveh per os formulacijah kot sol s 
trometaminom in sol s kalcijem , ter v parenteralni formulaciji kot dinatrijeva sol (21). 
 
Fosfomicin zavira znotrajcelični korak v sintezi peptidoglikana. V celico vstopi z aktivnim 
transportom s pomočjo dveh prenašalcev. Pri večini bakterij je to prenašalec GlpT za 
privzem glicerol-3-fosfata, ob prisotnosti glukoza-6-fosfata pa se pri nekaterih inducira 
izražanje prenašalca UhpT za privzem heksoza-fosfata. Je analog PEP in tvori kovalentno 
vez s tiolno skupino aminokislinskega ostanka Cys v aktivnem mestu MurA (Cys115 v E. 
coli) (Slika 7). Zaviranje je kompetitivno, časovno odvisno in ireverzibilno. Čeprav je 
fosfomicin analog PEP, je njegova interakcija z MurA zelo selektivna in zato izkazuje 
nizko toksičnost (20). 
 
Slika 7: Ireverzibilna vezava fosfomicina na Cys115; povzeto po 17. 
 
Fosfomicin deluje na širok spekter Gram pozitivnih in Gram negativnih organizmov. 
Zaradi posebnega mehanizma delovanja ga lahko kombinirajo tudi z drugimi skupinami 
protibakterijskih zdravil, npr. betalaktami, aminoglikozidi ali fluorokinoloni, saj skupaj 
delujejo sinergistično. Na fosfomicin so občutljive klinično pomembne bakterije, npr. 
Staphylococcus epidermidis, Streptococcus pneumoniae, Enterobacter spp. in Salmonella 
typhi (20). Fosfomicin je aktiven tudi proti nekaterim odpornim in na več učinkovin 
odpornim bakterijam: na meticilin odporen S. aureus – MRSA, na vankomicin odporna 
Enterococcus faecalis in Enterococcus faecium, E. coli in K. pneumoniae, ki izločata 
betalaktamaze razširjenega spektra (ESBL), ter nekateri sevi K. pneumoniae, ki proizvajajo 
karbapenemaze (21). Fosfomicin se je izkazal kot učinkovit tudi proti Pseudomonas 
aeruginosa v kombinacijah z drugimi protibakterijskimi zdravili (20). 
 
Fosfomicin per os je indiciran za zdravljenje akutnih nezapletenih okužb spodnjih sečil pri 
ženskah, še posebej tistih, ki jih povzročita E. coli in E. faecalis. I.v. se fosfomicin 
uporablja v kombinaciji z drugimi protibakterijskimi zdravili pri sepsi ali resnih 
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bolnišničnih okužbah z odpornimi in na več učinkovin odpornimi bakterijami. Gre za 
majhno molekulo, ki se ne veže na plazemske proteine in se izloča nespremenjena z 
urinom in blatom. Dobro se porazdeli v ledvice, stene mehurja in prostato, pa tudi v mehka 
tkiva, tkivo pljuč, srčne zaklopke, kosti in cerebrospinalno tekočino. Pri per os dajanju sta 
najpogostejša stranska učinka driska in navzea (5-10 %). Resni stranski učinki kot so 
anafilaktične reakcije, levkopenija, trombocitoza in angioedem so redki (22). 
 
Mehanizem delovanja in struktura fosfomicina sta edinstvena, zato je navzkrižna 
rezistenca z drugimi protibakterijskimi učinkovinami redka. Nekatere bakterije so naravno 
odporne na fosfomicin, npr. Mycobacterium tuberculosis in Chlamydia trachomatis, ki 
imajo namesto Cys v aktivnem mestu Asp (21). Odpornost se lahko pojavi tudi zaradi 
povečanega izražanja gena murA. Pogost mehanizem pridobljene odpornosti je pojav 
kromosomskih mutacij v genu za prenašalca GlpT in UhpT ali v genih za njuno regulacijo, 
zaradi česar fosfomicin ne more vstopiti v celico. Odpornost se lahko pojavi tudi zaradi 
encimov, ki inaktivirajo fosfomicin. Metaloencimi FosA, FosB in FosX z adicijo različnih 
substratov na C1 atom fosfomicina odprejo epoksidni obroč. Fos encimi so zaskrbljujoči iz 
epidemiološkega vidika, ker jih pri E. coli kodirajo plazmidi, ki se horizontalno prenašajo 
v populaciji bakterij (23). 
 
Fosfomicin je sicer star antibiotik, a zaradi občutljivosti nekaterih klinično problematičnih 
bakterij narašča zanimanje za njegovo uporabo v kombinaciji z drugimi protibakterijskimi 
učinkovinami, kadar prva linija zdravljenja odpove. Vendar pa se v nekaterih delih sveta 
veča pojav odpornosti nanj, zato mora biti njegova uporaba v prihodnosti premišljena (20). 
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2. NAMEN DELA 
 
Namen magistrske naloge je sinteza novih vinil- in jodopiridinov, ter biološko testiranje 
njihovega zaviralnega delovanja na encim MurA. Glede na rezultate, bi lahko določili, s 
katerimi molekulami je smiselno nadaljevati raziskovanje in jih optimizirati do te mere, da 
bi dobili nove protibakterijske učinkovine.  
 
V preteklosti so na Fakulteti za farmacijo biokemijsko vrednotili majhne heterociklične 
elektrofile kot zaviralce MurA, med njimi tudi različne monosubstituirane vinil- in 
jodopiridine (19). Te spojine so bile orto, meta ali para substituirane. V okviru magistrske 
naloge bomo sintetizirali disubstituirane piridine iz komercialno dostopnih disubstituiranih 
bromopiridinov, kjer bomo zamenjali brom enkrat z vinilno skupino in drugič z jodom 
(Slika 8). Sintetizirane spojine bodo imele vinilno skupino na orto ali meta pozicijah glede 
na piridinski dušik ter jod pripet na meta pozicijo glede na dušik. Drugi substituenti bodo 
zasedali različne pozicije. Najprej bomo s spektroskopskimi in kromatografskimi 
metodami potrdili strukturo in čistost sintetiziranih spojin. Nadalje bomo dobljene spojine 
ovrednotili kot encimske zaviralce z meritvijo rezidualne aktivnosti [%] encima MurA iz 
E. coli. Tistim spojinam, kjer bo rezidualna aktivnost encima ≤ 50 % pri 500 µM, bomo 
določili tudi vrednost IC50 [µM] in Hillov koeficient.  
 
 
Slika 8: Sintezni plan 
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3. MATERIALI IN METODE 
 
3.1. MATERIALI IN METODE UPORABLJENE PRI KEMIJSKI SINTEZI  
 
Pri sintezi spojin smo uporabljali topila in reagente proizvajalcev Acros Organics, Apollo 
Scientific, Fluka, Merck, Sigma-Aldrich in Tokyo Chemical Industry. Reagenta NaI in CuI 
smo pred uporabo morali prežariti z grelno pištolo in prepihati z argonom. Brezvodni THF 
smo predhodno pripravili z destilacijo nad natrijem, z benzofenonom kot indikatorjem.  
 
Kromatografske metode 
Tankoplastno kromatografijo (TLC) smo uporabili za spremljanje poteka reakcij in 
ugotavljanja čistosti sintetiziranih spojin. Uporabljali smo plošče TLC Silica gel 60 F254 
proizvajalca Merck z 0,20 mm debelim nanosom silikagela na aluminijastem nosilcu 
velikosti 20 × 20 cm z dodanim  fluorescenčnim indikatorjem in mobilne faze, navedene 
pri posameznih spojinah. Za detekcijo spojin smo uporabili UV svetlobo valovnih dolžin 
254 nm in 366 nm, ter orositveni reagent bromkrezol zeleno.  
Kolonsko »flash« kromatografijo smo uporabili za čiščenje produktov. Za stacionarno fazo 
smo uporabili Silika gel 60 proizvajalca Merck, z velikostjo delcev 0,040-0,063 mm, ter 
mobilne faze, ki so navedene pri posamezni spojini.  
Tekočinsko kromatografijo visoke ločljivosti (HPLC) smo uporabili za določanje čistosti 
sintetiziranih spojin. Izvedli smo jo na sistemu Thermo Fisher UltimMate 3000 HPLC 
sistem z UV-VIS detektorjem (254 nm). Uporabili smo kolono Acquity UPLC HSS C18 
(2,1 × 50 mm), termostatirano na 40°C, s hitrostjo pretoka 0,4 mL/min in volumnom 
injiciranja 1 µL. Mobilna faza je bila mešanica 0,1 % raztopine trifluorocetne kisline v 
bidestilirani vodi in acetonitrila. Gradient je bil: 0-2 min 5 % acetonitrila, 2-9 min 5 % do 
90 % acetonitrila, 9-9,5 min 90 % acetonitrila in 9,5-10 min 90 % do 5 % acetonitrila.  
 
Spektroskopske metode 
Jedrska magnetna resonanca (NMR): sintetiziranim spojinam smo posneli 1H-NMR in 13C-
NMR spektre na Bruker Avance III 400 MHz spektrometru na Fakulteti za farmacijo v 
Ljubljani. Vzorce smo raztopili v devteriranih topilih CDCl3 in aceton-d6, za interni 
standard pa smo uporabili TMS. Kemijske premike (δ) smo podali v »parts per million« 
(ppm) glede na topilo. Spektre smo obdelali v programu MestReNova 14.1.0 (Mestrelab 
Research SL).  
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Masna spektrometrija: masne spektre smo posneli na masnih spektrometrih Advion 
expression CMS (Advion) in Q Executive Plus LC-MS/MS sistemu (Thermo Scientific) z 
elektrosprej ionizacijo (ESI) na Fakulteti za farmacijo.  
 
Določanje temperatur tališč 
Temperature tališča spojin smo določili s Kofflerjevim mikroskopom z ogrevalno mizico 
Leica na Fakulteti za farmacijo. 
 
Risanje in poimenovanje spojin 
Za risanje in IUPAC poimenovanje struktur spojin smo uporabili program ChemDraw 
Professional 16.0.1 proizvajalca Cambridge Soft.  
 
Ekstrakcije in spiranja 
Za ekstrakcije in spiranja reakcijskih zmesi smo uporabili nasičeni vodni raztopini NaCl in 
NaHCO3, 1M in 0,1M raztopino NaOH, ter 1M vodno raztopino HCl.  
 
3.2. MATERIALI IN METODE UPORABLJENE PRI BIOKEMIJSKEM 
TESTIRANJU 
 
Pri biokemijskem testiranju smo uporabili sledeče reagente:  
- dimetilsulfoksid (DMSO) kot topilo za spojine, 
- pufer 1 M Hepes s pH 7,8 za zagotavljanje ustreznega pH za delovanje encima, 
- raztopino UDP-NAG, 
- raztopino PEP, 
- Triton X-114 kot površinsko aktivno snov za preprečenje nastanka hidrofobnih 
skupkov, ki lahko povzročijo lažno pozitivne rezultate, 
- reagent BIOMOL® GREEN, 
- encim MurA iz E. coli,  
- bidestilirana voda. 
 
Laboratorijski pribor in strojna oprema 
Uporabljali smo mikrotitrske ploščice z 96 vdolbinicami. Rezultat testiranja smo merili 
spektrofotometrično s spektrofotometrom BioTek Synergy H4 hybrid reader, pri valovni 
dolžini 650 nm.  
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Metoda biokemijskega testiranja 
Sintetiziranim spojinam smo določili zaviralno delovanje na encimu MurA iz E.coli. 
Encim MurA katalizira reakcijo med UDP-NAG in PEP, pri čemer nastane UDP-NAG-
enolpiruvat in fosfat. Nastanek fosfata spremljamo kolorimetrično z dodatkom reagenta 
BIOMOL® GREEN in tako posredno določimo aktivnost encima. BIOMOL ® GREEN 
vsebuje barvilo malahitno zeleno, ki ob prisotnosti molibdata s fosfatom tvori obarvan 
kompleks. Bolj kot spojina zavira delovanje MurA, manj fosfata nastane in s tem tudi manj 
obarvanega kompleksa, ki ga zaznavamo spektrofotometrično.  
 
H3PO4    +    12 H2MoO4      →      PO4(MoO3)12 3-    +    12 H2O    +    3H+ 
 fosfat              molibdat                 fosfomolibdat 
PO4(MoO3)12 
3-    +    3 MG+      →      (MG)3PO4(MoO3)12 
fosfomolibdat       malahit zeleno          obarvan kompleks 
 
Reakcijska zmes s končnim volumnom 50 µL je vsebovala: 50 mM pufra Hepes (pH 7,8), 
0,005 % Triton X-114, 200 µM UDP-NAG, 100 µM PEP, prečiščen MurA (raztopljen v 50 
mM pufra Hepes, pH 7,8) in 500 µM testirane spojine, raztopljene v DMSO. Vse spojine 
so bile topne v nastali zmesi, ki je vsebovala 5 % DMSO (v/v). Spojine smo najprej 
inkubirali skupaj z encimom in UDP-NAG 30 min pri 37°C. Encimsko reakcijo smo 
štartali z dodatkom drugega substrata in reakcijsko zmes inkubirali 15 min v inkubatorju 
pri 37°C, nato pa z dodatkom 100 µL reagenta BIOMOL GREEN® prekinili reakcijo. Po 5 
min inkubiranja na sobni temperaturi smo izmerili absorbanco pri valovni dolžini 650 nm.  
 
Zaviralno aktivnost testirane spojine smo podali kot odstotek rezidualne aktivnosti encima 
(RA), ki je razmerje med aktivnostjo encima ob prisotnosti zaviralca in v odsotnosti le 
tega, v odstotkih. RA smo izračunali tako, da smo absorbanco vzorca delili z absorbanco 
kontrole (normalno delujoč encim) in dobljeno pomnožili s 100. Od obeh absorbanc smo 
predhodno odšteli absorbanco ozadja, kakor je prikazano v Enačbi 1.  
 
Enačba 1 
(𝐴𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏𝑎𝑛𝑐𝑎 𝑣𝑧𝑜𝑟𝑐𝑎 − 𝐴𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏𝑎𝑛𝑐𝑎 𝑜𝑧𝑎𝑑𝑗𝑎)
(𝐴𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏𝑎𝑛𝑐𝑎 𝑘𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑒 − 𝐴𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏𝑎𝑛𝑐𝑎 𝑜𝑧𝑎𝑑𝑗𝑎)
 × 100% = 𝑅𝐴 
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Aktivnim spojinam, pri katerih je bil RA manjši od 50 %, smo določili tudi vrednost IC50. 
To je koncentracija zaviralca, pri kateri je zavrte 50 % katalitske aktivnosti encima. Za 
izračun IC50 smo potrebovali vrednosti RA pri sedmih različnih koncentracijah zaviralca. 
Vrednosti IC50 smo izračunali s pomočjo Hillove enačbe (Enačba 2).  
 
Enačba 2 
log (
𝑅𝐴
100 − 𝑅𝐴
)  = 𝐻 × 𝑙𝑜𝑔𝑐 − 𝐻 × 𝑙𝑜𝑔𝐾𝑑   
                                                                 H … Hillov koeficient 
                                                                 c … koncentracija inhibitorja 
                                                                 Kd … konstanta disociacije 
 
Če na graf nanesemo neodvisno spremenljivko logaritem koncentracije inhibitorja in 
odvisno spremenljivko log(RA/(100-RA)), dobimo premico z naklonom k in odsekom na y 
osi n. Naklon je enak Hillovemu koeficientu H. IC50 izračunamo po Enačbi 3.  
 
Enačba 3 
𝐼𝐶50 =  10
 − 
𝑛
𝑘  
                                                                            k … naklon premice 
                                                                            n … odsek na y osi 
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4. EKSPERIMENTALNO DELO 
 
4.1. SINTEZA VINILPIRIDINOV  
 
4.1.1. Splošni postopek za sintezo za vinilpiridinov (spojine 1 - 8) 
 
 
 
V argonovi atmosferi smo izhodni bromopiridin (1 eq) raztopili v brezvodnem THF (10,0 
mL). Dodali smo tributilviniltin (1,2 eq) ter bis(trifenilfosfin)paladijev(II) diklorid (0,1 eq) 
in v zatesnjenem reaktorju segrevali na oljni kopeli pri 110°C 18 ur. Reakcijsko zmes smo 
ohladili na sobno temperaturo, filtrirali skozi Celite in matičnico uparili pri znižanem tlaku.  
 
Produkte 1, 2, 3 in 4 smo izolirali tako, da smo ostanku dodali 20 mL 2M HCl in 
ekstrahirali s 30 mL etilacetata. Vodno fazo smo naalkalili s K2CO3 in 4M NaOH do pH 12 
ter jo 3-krat ekstrahirali s 15 mL etilacetata. Združene organske faze smo sušili z Na2SO4 
in uparili organsko topilo pod znižanim tlakom. Produkte 1, 2, 3 in 4 smo nato očistili s 
kolonsko kromatografijo.  
 
Produkte 5, 6, 7 in 8 smo izolirali tako, da smo suhemu ostanku dodali 20 mL nasičene 
raztopine KF, močno mešali pol ure in ekstrahirali s 30 mL etilacetata. Nastalo oborino 
smo filtrirali skozi Celite, organsko fazo sušili z Na2SO4 in odstranili etilacetat pri 
znižanem tlaku. Tudi produkte 5, 6, 7 in 8 smo očistili s kolonsko kromatografijo.  
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Spojina 1: 4-metil-3-vinilpiridin 
M = 119,17 g/mol 
 
Izgled: rjavo olje 
Izkoristek: 42 % 
Rf: 0,30 (MF: DKM/MeOH = 20/1) 
1H NMR (400 MHz, 
CDCl3)  
δ (ppm) = 2.33 (s, 3H, CH3), 5.40 (dd, J1 = 11.1 Hz, J2 = 1.2 Hz, 
1H, CH=CH2), 5.70 (dd, J1 = 17.5 Hz, J2 = 1.2 Hz, 1H, 
CH=CH2), 6.84 (dd, J1 = 17.7 Hz, J2 = 11.3 Hz, 1H, CH=CH2), 
7.05 (d, J = 5.0 Hz, 1H, Ar-H), 8.35 (d, J = 5.0 Hz, 1H, Ar-H), 
8.62 (s, 1H, Ar-H). 
13C NMR (100 
MHz, CDCl3) 
δ (ppm) = 19.19, 117.49, 124.98, 131.98, 133.10, 144.07, 147.08, 
148.52. 
HRMS (ESI+) Izračunana vrednost za C8H9N [M+H]+ (m/z): 120,08078 
Izmerjena vrednost: 120,08081 
HPLC tR = 1,677 min (čistota: 97,77 %) 
 
Spojina 2: 2-metil-3-vinilpiridin 
M = 119,17 g/mol 
 
Izgled: rumeno olje 
Izkoristek: 22 % 
Rf: 0,32 (MF: DKM/MeOH = 50/1 ) 
1H NMR (400 MHz, 
CDCl3) 
δ (ppm) = 2.58 (s, 3H, CH3), 5.39 (dd, J1 = 11.0 Hz, J2 = 1.1 Hz, 
1H, CH=CH2), 5.66 (dd, J1 = 17.4 Hz, J2 =1.1 Hz, 1H, CH=CH2), 
6.89 (dd, J1 = 17.4 Hz, J2 =11.0 Hz, 1H,CH=CH2), 7.11 (dd, J1 = 
7.8 Hz, J2 = 4.8 Hz, 1H, Ar-H), 7.71 (dd, J1 = 7.8 Hz, J2 = 1.8 
Hz, 1H, Ar-H), 8.39 (dd, J1 = 4.9 Hz, J2 = 1.8 Hz, 1H, Ar-H). 
13C NMR (100 
MHz, CDCl3) 
δ (ppm) = 22.67, 117.18, 121.52, 132.11, 132.85, 133.43, 148.20, 
155.66. 
HRMS (ESI+) Izračunana vrednost za C8H9N [M+H]+ (m/z): 120,08078 
Izmerjena vrednost: 120,08083 
HPLC tR = 1,470 min (čistota: 86,43 %) 
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Spojina 3: 2-metil-5-vinilpiridin 
M = 119,17 g/mol 
 
Izgled: oranžno olje 
Izkoristek: 31 % 
Rf: 0,24 (MF: Ea/Hex = 1/1 ) 
1H NMR (400 MHz, 
CDCl3)   
δ (ppm) = 2.53 (s, 3H, CH3), 5.30 (dd, J1 = 11.0 Hz, J2 = 0.8 Hz, 
1H, CH=CH2), 5.75 (dd, J1 = 17.6 Hz, J2 = 0.8 Hz, 1H, 
CH=CH2), 6.66 (dd, J1 = 17.7 Hz, J2 = 11.0 Hz, 1H, CH=CH2), 
7.09 (d, J = 8.1 Hz, 1H, Ar-H), 7.61 (dd, J1 = 8.1 Hz, J2 = 2.4 
Hz, 1H, Ar-H), 8.48 (d, J = 2.4 Hz, 1H, Ar-H). 
13C NMR (100 
MHz, CDCl3) 
δ (ppm) = 24.08, 114.95, 122.96, 130.14, 132.83, 133.30, 147.54, 
157.59. 
HRMS (ESI+) Izračunana vrednost za C8H9N [M+H]+ (m/z): 120,08078 
Izmerjena vrednost: 120,08080  
HPLC tR = 1,473 min (čistota: 93,75 %) 
 
Spojina 4: 5-metil-3-vinilpiridin 
M = 119,17 g/mol 
 
Izgled: rumeno olje 
Izkoristek: 35 % 
Rf1:0,25 (MF: DKM/MeOH = 50/1); Rf2: 0,25 (MF: CHCl3) 
1H NMR (400 MHz, 
CDCl3) 
δ (ppm) = 2.33 (s, 3H, CH3), 5.35 (dd, J1 = 11.0 Hz, J2 = 0.7 Hz, 
1H, CH=CH2), 5.81 (dd, J1 = 17.6 Hz, J2 = 0.7 Hz, 1H, 
CH=CH2), 6.68 (dd, J1 = 17.6 Hz, J2 = 11.0 Hz, 1H, CH=CH2), 
7.53 (s, 1H, Ar-H), 8.32 (d, J = 2.1 Hz, 1H, Ar-H), 8.42 (d, J = 
2.2 Hz, 1H, Ar-H). 
13C NMR (100 
MHz, CDCl3) 
δ (ppm) = 18.45, 115.98, 132.57, 132.92, 133.21, 133.62, 145.66, 
149.57. 
HRMS (ESI+) Izračunana vrednost za C8H9N [M+H]+ (m/z): 120,08078 
Izmerjena vrednost: 120,08081 
HPLC tR = 1,740 min (čistota: 93,84 %) 
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Spojina 5a: 5-nitro-2-vinilpiridin 
M = 150,14 g/mol 
 
Ttal: 39,0 – 41,5°C 
Izkoristek: 6% 
Izgled: rjava amorfna snov 
Rf1: 0,20 (MF: Ea/Hex = 1/9) Rf2: 0,24 (MF: DKM/Hex = 9/1) 
1H NMR (400 
MHz, CDCl3)  
δ (ppm) = 5.75 (dd, J1 = 10.7, J2 = 1.0 Hz, 1H, CH=CH2), 6.46 
(dd, J1 = 17.4, J2 = 1.0 Hz, 1H, CH=CH2), 6.91 (dd, J1 = 17.4, J2 = 
10.8 Hz, 1H, CH=CH2), 7.49 (d, J = 8.6 Hz, 1H, Ar- H), 8.44 (dd, 
J1 = 8.6, J2 = 2.6 Hz, 1H, Ar-H), 9.39 (d, J = 2.7 Hz, 1H, Ar-H). 
13C NMR (100 
MHz, CDCl3) 
δ (ppm) = 121.26, 123.64, 131.88, 135.28, 143.02, 145.32, 160.89. 
HRMS (ESI+) Izračunana vrednost za C7H6N2O2  [M+H]+ (m/z): 151,05020 
Izmerjena vrednost: 151,05017  
HPLC tR = 5,120 min (čistota: 87,37%) 
 
Spojina 6: 5-vinilpiridin-2-ol  
M = 121,14 g/mol 
 
Ttal: 95,0 – 98,9°C 
Izkoristek: 3 % 
Izgled: oranžna amorfna snov 
Rf1: 0,26 (MF: Ea/MeOH = 98/2); Rf2: 0,10 (MF: DKM/MeOH = 20:1) 
1H NMR (400 
MHz, CDCl3)  
δ (ppm) = 5.16 (d, J = 10.9 Hz, 1H, CH=CH2), 5.49 (d, J = 17.5 
Hz, 1H, CH=CH2), 6.45 (dd, J1 = 17.5, J2 = 11.0 Hz, 1H, 
CH=CH2), 6.61 (d, J = 9.4 Hz, 1H, Ar-H), 7.33 (d, J = 2.6 Hz, 1H, 
Ar-H), 7.71 (dd, J1 = 9.5, J2 = 2.6 Hz, 1H, Ar-H), 13.34 (bs, -OH). 
13C NMR (100 
MHz, CDCl3) 
δ (ppm) = 112.23, 118.41, 120.44, 131.57, 132.91, 138.70, 165.15. 
HRMS (ESI+) Izračunana vrednost za C7H7NO[M+H]+ (m/z): 122,06004 
Izmerjena vrednost: 122,06012  
HPLC tR = 3,090 min (čistota: 95,06%) 
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Spojina 7: 2-fluoro-5-vinilpiridin 
M = 123,13 g/mol 
 
Izgled: rumeno 
olje 
Izkoristek: 1 % 
Rf: 0,25 (MF:Ea/Hex = 1/20 ) 
1H NMR (400 
MHz, CDCl3)  
δ (ppm) = 5.36 (d, J = 11.0 Hz, 1H, CH=CH2), 5.75 (d, J = 17.7 
Hz, 1H, CH=CH2), 6.68 (dd, J1 = 17.7, J2 = 11.0 Hz, 1H, 
CH=CH2), 6.90 (dd, J1 = 8.5, J2 = 3.0 Hz, 1H, Ar-H), 7.85 (td, J = 
8.1, 2.6 Hz, 1H, Ar-H), 8.19 (d, J = 2.6 Hz, 1H, Ar-H). 
13C NMR (100 
MHz, CDCl3) 
δ (ppm) = 109.42 (d, J = 37.8 Hz), 116.00 (d, J = 2.1 Hz), 131.30 
(d, J = 4.8 Hz), 132.01, 137.83 (d, J = 8.0 Hz), 145.87 (d, J = 14.7 
Hz), 163.06 (d, J = 239.5 Hz). 
HRMS (ESI+) Izračunana vrednost za C7H6FN [M+H]+ (m/z): 124,05570 
Izmerjena vrednost: 124,05577 
HPLC tR = 5,113 min (čistota: 90,96 %) 
 
Spojina 8: 2-kloro-5-vinilpiridin 
M = 139,58 g/mol 
 
Izgled: rumeno olje 
Izkoristek: 36 % 
Rf: 0,17 (MF: Ea/Hex = 1/20) 
1H NMR (400 MHz, 
CDCl3)  
δ (ppm) = 5.42 (d, J = 11.0 Hz, 1H, CH=CH2), 5.81 (d, J = 17.6 
Hz, 1H, CH=CH2), 6.67 (dd, J1 = 17.7, J2 = 11.0 Hz, 1H, 
CH=CH2), 7.29 (d, J = 8.3 Hz, 1H, Ar-H), 7.70 (dd, J1 = 8.3, J2 = 
2.5 Hz, 1H, Ar-H), 8.37 (d, J = 2.5 Hz, 1H, Ar-H). 
13C NMR (100 
MHz, aceton – d6) 
δ (ppm) = 116.65, 124.11, 132.30, 132.44, 135.76, 148.07, 
149.93. 
HRMS (ESI+) Izračunana vrednost za C7H6ClN [M+H]+ (m/z): 140,02615 
Izmerjena vrednost: 140,02654 
HPLC tR = 5,703 min (čistota: 99,55%) 
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4.1.2. Poskus sinteze 2-(trifluorometil)-5-vinilpiridina (spojina 9)  
 
 
 
Spojino 9 smo pripravili po splošnem sinteznem postopku za vinilpiridine iz 5-bromo-2-
(trifluorometil)piridina (500 mg, 2,21 mmol, 1 eq), tributilviniltina (776 µL, 2,65 mmol, 
1,2 eq) in bis(trifenilfosfin)paladijevega (II) diklorida (155 mg, 0,22 mmol, 0,1 eq). Prvič 
smo produkt izolirali s klasično ekstrakcijo, kakor smo izolirali produkte 1, 2, 3 in 4 (glej 
zgoraj) in ga nato čistili s kolonsko kromatografijo (MF: Ea/Hex = 1/20). V drugem 
poskusu smo surov produkt izolirali z ekstrakcijo s KF, kakor smo izolirali produkte 5a, 6, 
7 in 8 (glej zgoraj) in ga očistili  s kolonsko kromatografijo (MF: DKM/Hex = 9/1). V 
nobenem primeru z NMR spektroskopijo nismo uspeli dokazati želenega produkta.  
 
4.2. SINTEZA JODOPIRIDINOV 
 
4.2.1. Splošni postopki jodiranja A, B in C  
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Postopek A: NaI (2 eq) in CuI (0,05 eq) smo v argonovi atmosferi raztopili v brezvodnem 
dioksanu (10 mL). Dodali smo N,N'-dimetiletilendiamin (0,1 eq) ter izhodni bromopiridin 
in v zatesnjenem reaktorju segrevali pri 110°C 18 h. Reakcijsko zmes smo ohladili na 
sobno temperaturo, jo zlili na 25% raztopino amonijaka in razredčili z enakim volumnom 
vode. Raztopino smo trikrat ekstrahirali z diklorometanom (15 mL), združene organske 
faze sušili z Na2SO4 in uparili organsko topilo pri znižanem tlaku. Produkte smo očistili s 
kolonsko kromatografijo.  
 
Postopek B je enak postopku A, razen da smo namesto N,N'-dimetiletilendiamina uporabili 
N,N'-dimetilcikloheksan-1,2-diamin (0,1 eq). Količine NaI, CuI in dioksana so ostale 
nespremenjene. 
 
 
Postopek C: zatehtali smo KI (5 eq), CuI (2,6 eq) in izhodni bromopiridin ter dodali DMF 
(5 mL). V zatesnjenem reaktorju smo segrevali in mešali pri 180°C 1 teden. Reakcijsko 
zmes smo ohladili na sobno temperaturo in pri znižanem tlaku uparili DMF. Suhemu 
ostanku smo dodali nasičeno raztopino EDTA-Na2 in ekstrahirali z DKM, nato pa 
organsko fazo sprali z nasičeno raztopino NaCl ter sušili z Na2SO4. Produkt smo očistili s 
kolonsko kromatografijo.  
 
4.2.2. Sinteza 5-jodo-2-metilpiridina (spojina 10) 
 
1. poskus:  
Uporabili smo sintezni postopek jodiranja C in po enem tednu izolirali produkt. Z NMR 
spektroskopijo smo preverili ali je nastal 5-jodo-2-metilpiridin. Njegove prisotnosti nismo 
mogli dokazati, reakcija ni potekla. 
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2. poskus:  
Za sintezo spojine 10 smo uporabili postopek jodiranja A. Po tem, ko smo z NMR 
spektroskopijo potrdili prisotnost produkta, smo surov produkt dvakrat čistili s kolonsko 
kromatografijo.  
 
Spojina 10: 5-jodo-2-metilpiridin 
M = 219,03 g/mol  
 
Izgled: beli kristali 
Ttal: 39,0 – 40,5°C 
Izkoristek: 3 % 
Rf1: 0,15 (MF: DKM); Rf2: 0,19 (MF: Petroleter/Eter = 9/1) 
1H NMR (400 MHz, 
CDCl3)  
δ (ppm) = 2.50 (s, 3H, CH3), 6.97 (d, J = 8.2 Hz, 1H, Ar-H), 7.86 
(dd, J1 = 8.2, J2 = 2.2 Hz, 1H, Ar-H), 8.70 (d, J = 2.3 Hz, 1H, Ar-
H). 
13C NMR (100 
MHz, CDCl3) 
δ (ppm) = 24.06, 89.74, 125.38, 144.53, 155.19, 157.40.  
HRMS (ESI+) Izračunana vrednost za C6H6IN [M+H]+ (m/z): 219,96177 
Izmerjena vrednost: 219,96147 
HPLC tR = 1,770 min (čistota: 97,71 %) 
 
4.2.3. Sinteza 3-jodo-5-metilpiridina (spojina 11) 
 
Spojino 11 smo sintetizirali najprej po postopku jodiranja A, a smo z NMR spektroskopijo 
ugotovili, da je reakcija potekla slabo, saj je bilo prisotne še približno 40% izhodne 
spojine. Z dobljenim produktom smo reakcijo ponovili po postopku B. Spojino je bilo 
potrebno očistiti s kolonsko kromatografijo. 
 
Spojina 11 : 3-jodo-5-metilpiridin 
M = 219,03 g/mol 
 
Izgled: rumeno olje 
Izkoristek: 3 % 
Rf: 0,15 (MF: Ea/Hex = 1/20) 
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1H NMR (400 MHz, 
CDCl3)  
δ (ppm) = 2.30 (s, 3H, CH3), 7.86 (dd, J1 = 2.0, J2 = 0.9 Hz, 1H, 
Ar-H), 8.38 (d, J = 0.9 Hz, 1H, Ar-H), 8.64 (d, J = 2.0 Hz, 1H, 
Ar-H). 
13C NMR (100 
MHz, CDCl3) 
δ (ppm) = 18.22, 93.40, 135.44, 144.87, 148.87, 153.04. 
HRMS (ESI+) Izračunana vrednost za C6H6IN [M+H]+ (m/z): 219,96177 
Izmerjena vrednost: 219,96124 
HPLC tR = 2,840 min (čistota: 96,71 %) 
 
4.2.4. Sinteza 5-jodo-2-kloropiridina (spojina 12) 
 
Spojino 12 smo sintetizirali po postopku B in jo po izolaciji dvakrat čistili s kolonsko 
kromatografijo.  
 
Spojina 12 :5-jodo-2-kloropiridin 
M = 239,44 g/mol  
 
Izgled: bela amorfna 
snov 
Ttal: 76,0-78,0°C 
Izkoristek: 1 % 
Rf1: 0,24 (MF: Ea/Hex = 1/20) Rf2: 0,22 (MF: DKM/Hex = 1/2) 
1H NMR (400 MHz, 
CDCl3)  
δ (ppm) = 7.15 (dd, J1 = 8.3, J2 = 0.7 Hz, 1H, Ar-H), 7.93 (dd, J1 
= 8.3, J2 = 2.3 Hz, 1H, Ar-H), 8.61 (dd, J1= 2.4, J2 = 0.7 Hz, 1H, 
Ar-H). 
HRMS (ESI+) Izračunana vrednost za C5H3ClIN [M+H]+ (m/z): 239,90715 
Izmerjena vrednost: 239,90681 
HPLC tR = 6,040 min (čistota: 68,75 %) 
 
4.2.5. Sinteza 3-jodo-4-metilpiridina (spojina 13) 
 
Spojino 13 smo najprej sintetizirali po postopku jodiranja B. Z NMR spektroskopijo smo 
preverili nastanek produkta in ugotovili, da je reagiralo le 10 % izhodne spojine, zato smo 
reakcijo ponovili po postopku A. Po drugi reakciji je še vedno ostalo 50 % izhodne 
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spojine, ki ni reagirala, zato smo reakcijo ponovili še tretjič, prav tako po postopku 
jodiranja A, pri čemer smo povečali količino CuI na 0,1 eq.  
 
Spojina 13 : 3-jodo-4-metilpiridin 
 
M = 219,03 g/mol 
 
Izgled: rumeno olje 
Izkoristek: 2 % 
Rf: 0,17 (MF: Ea/Hex = 1/9) 
1H NMR (400 MHz, 
CDCl3)  
δ (ppm) = 2.42 (s, 3H, CH3), 7.19 (d, J = 4.9 Hz, 1H, Ar-H), 8.38 
(d, J = 4.9 Hz, 1H, Ar-H), 8.86 (s, 1H, Ar-H). 
HRMS (ESI+) Izračunana vrednost za C6H6IN [M+H]+ (m/z): 219,96177 
Izmerjena vrednost: 219,96135 
HPLC tR = 2,200 min (čistota: 98,53 %) 
 
4.2.6. Sinteza 5-jodo-2-(trifluorometil)piridina (spojina 14) 
 
1. poskus: 
 
Spojino 14 smo poskušali sintetizirati po postopku jodiranja D. Zatehtali smo 5-bromo-2-
(trifluorometil)piridin (500 mg, 2,21 mmol) in NaI (1,33 g, 8,85 mmol, 4 eq), dodali 
acetilklorid (315 µL, 4,42 mmol, 2 eq) ter acetonitril (5 mL) in refluktirali čez noč. 
Reakcijsko zmes smo ohladili na sobno temperaturo, dodali nasičeno raztopino NaHCO3 
do pH = 8 in ekstrahirali z etilacetatom. Organsko fazo smo sušili z Na2SO4 in uparili 
topilo pri znižanem tlaku. Suhi ostanek smo ponovno uporabili v enaki reakciji, z enakima 
količinama NaI in acetilklorida. Po izolaciji smo s pomočjo NMR spektroskopije preverili, 
ali je nastal 5-jodo-2-(trifluorometil)piridin. Produkta nismo uspeli dokazati, reakcija ni 
potekla.  
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2. poskus:  
Spojino 14 smo pripravili po postopku jodiranja C in po enem tednu izolirali produkt. 
Prisotnost željenega produkta smo potrdili z NMR spektroskopijo in analizo HRMS (ESI+) 
ter ga očistili s kolonsko kromatografijo.  
 
Spojina 14 : 5-jodo-2-(trifluorometil)piridin 
M = 273,00 g/mol  
 
Izgled: bela amorfna 
snov  
Ttal: 66,5-68,0°C 
Izkoristek: 8 % 
Rf: 0,15 (MF: Ea/Hex = 1/30 ) 
1H NMR (400 MHz, 
CDCl3)  
δ (ppm) = 7.48 (d, J = 8.2 Hz, 1H, Ar-H), 8.22 (dd, J1 = 8.2, J2 = 
2.1 Hz, 1H, Ar-H), 8.96 (d, J = 2.0 Hz, 1H, Ar-H). 
13C NMR (100 
MHz, CDCl3) 
δ (ppm) = 97.06, 121.59 (q, J = 274.1 Hz), 122.09 (q, J = 2.7 
Hz), 145.96, 147.22 (q, J = 35.4 Hz), 156.35. 
HRMS (ESI+) Izračunana vrednost za C6H3F3IN [M+H]+ (m/z): 273,93350 
Izmerjena vrednost: 273,93312 
HPLC tR = 6,460 min (čistota 100%) 
 
4.2.7. Sinteza 2-fluoro-5-jodopiridina (spojina 15) 
 
Sintezo smo izvedli po postopku jodiranja C in produkt očistili s kolonsko kromatografijo.  
 
Spojina 15 : 2-fluoro-5-jodopiridin 
M = 222,99 g/mol  
 
Izgled: oranžna 
amorfna snov 
Ttal: >250°C 
Izkoristek: 2 % 
Rf: 0,27 (MF: Ea/Hex = 1/20 ) 
1H NMR (400 MHz, 
CDCl3)  
δ (ppm) = δ 6.80 (ddd, J1 = 8.6, J2 = 3.0, J3 = 0.7 Hz, 1H), 8.04 
(ddd, J1 = 8.5, J2 = 7.3, J3 = 2.4 Hz, 1H), 8.43 (dt, J1 = 2.5, J2 = 
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0.9 Hz, 1H). 
13C NMR (100 
MHz, CDCl3) 
δ (ppm) = 87.50 (d, J = 4.5 Hz), 112.10 (d, J = 38.1 Hz), 149.19 
(d, J = 7.8 Hz), 153.87 (d, J = 14.4 Hz), 163.37 (d, J = 241.0 
Hz). 
HRMS (ESI+) Izračunana vrednost za C5H3FIN [M+H]+ (m/z): 223,93670 
Izmerjena vrednost: 223,93680 
HPLC tR = 5,437 min (čistota 85,70 %) 
 
4.2.8. Poskus sinteze 2-ciano-5-jodopiridina (spojina 16)  
 
 
 
Uporabili smo splošni postopek jodiranja A, pri čemer smo natehtali NaI (819 mg, 5,46 
mmol, 2 eq), CuI (26 mg, 0,14 mmol, 0,05 eq), N,N'-dimetiletilendiamin (30 µL, 0,27 
mmol, 0,1 eq) in izhodno spojino 5-bromo-2-cianopiridin (500 mg, 2,73 mmol). Po 
izvedeni izolaciji smo z NMR spektroskopijo preverili prisotnost 2-ciano-4-jodopiridina in 
ugotovili, da reakcija ni potekla. 
 
4.2.9. Poskus sinteze 3-jodo-2-metilpiridina (spojina 17)  
 
 
1. poskus: 
Spojino 17 smo sintetizirali po postopku jodiranja A, kjer smo uporabili NaI (349 mg, 2,33 
mmol, 2 eq), CuI (11 mg, 0,06 mmol0,05 eq), N,N'-dimetiletilendiamin (13 µL, 0,412 
mmol, 0,1 eq) in 3-bromo-2-metilpiridin (200 mg, 1,16 mmol). Po izolaciji produkta smo z 
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NMR spektroskopijo preverili, ali je nastal 3-jodo-2-metilpiridin, a nismo dokazali njegove 
prisotnosti.  
2. poskus: 
Glede na sintezni postopek jodiranja C, smo natehtali KI (1,45 g, 8,72 mmol, 5 eq), CuI 
(864 mg, 4,53 mmol, 2,6 eq) in 3-bromo-2-metilpiridin (197 µL, 1,74 mmol). Po enem 
tednu smo izolirali produkt in preverili rezultat z NMR spektroskopijo. Prisotnosti 
željenega produkta nismo uspeli dokazati, reakcija ni potekla.  
 
4.2.10. Poskus sinteze 2-jodo-5-nitropiridina (spojina 18)  
 
1. poskus:  
 
 
Glede na splošni postopek jodiranja B smo uporabili NaI (1,03 g, 6,90 mmol, 2 eq) in 
izhodno spojino 2-bromo-5-nitropiridin (700 mg, 3,45 mmol), povečali pa smo količini 
CuI (33 mg, 0,17 mmol, 0,15 eq), in N,N'-dimetiletilendiamina (56 µL, 0,52 mmol, 0,15 
eq). Po izolaciji z NMR spektroskopijo nismo dokazali prisotnosti produkta.  
2. poskus: 
 
 
Spojino smo sintetizirali po postopku jodiranja C in natehtali KI (2,04 g, 12,32 mmol, 5 
eq), CuI (1,22 g, 6,4 mmol, 2,6 eq) in 2-bromo-5-nitropiridin (0,5 g, 2,46 mmol). Po enem 
tednu smo izolirali produkt in z NMR spektroskopijo preverili, ali je nastal 2-jodo-5-
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nitropiridin (18). Željeni produkt ni nastal, dokazali smo le nastanek stranskega produkta 
2-(dimetilamino)-5-nitropiridina (19).  
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5. REZULTATI IN RAZPRAVA 
 
5.1. KOMENTAR SINTEZNIH POSTOPKOV 
 
Sinteza tako vinil- kot jodopiridinov je zajemala zgolj enostopenjske reakcije. Za pripravo 
vinilpiridinov smo uporabili Stillejevo sklapljanje. Za sintezo jodopiridinov smo uporabili 
aromatsko Finkelsteinovo reakcijo.  
 
5.1.1. Sinteza vinilpiridinov s Stillejevim sklapljanjem 
 
Sklopitvene reakcije so vrsta reakcij, kjer z uporabo organokovinskega reagenta in 
organskega elektrofila, ob prisotnosti kovinskega katalizatorja iz 8.-10. skupine prehodnih 
elementov, dobimo novo vez (24). Stillejevo sklapljanje je primer sklapljanja organskega 
elektrofila in organokositrovih spojin s pomočjo paladijevega katalizatorja, pri čemer 
nastane nova C-C vez. Prvi so tovrstno reakcijo leta 1977 opisali Kosugi, Shimizu in 
Migita, vendar je ime dobila po Stilleju, ki je leta 1978 sistematično in mehanistično opisal 
reakcijo (Slika9) (25). 
 
Slika 9: Splošni sintezni postopek Stillejeve reakcije; povzeto po (25). 
 
Glede na splošno reakcijo je R1 po navadi nenasičena skupina (npr. vinilna, alilna, 
alkinilna skupina ali aril in heteroaril). R2 se imenuje tudi neprenosljivi ligand in je skoraj 
vedno metilna ali butilna skupina. V reakciji lahko kot elektrofil nastopi širok nabor 
organskih halidov (sploh bromidi in jodidi) ali psevdohalidi, npr. sulfonati in triflati (25). 
Paladijevi katalizatorji imajo pripete z elektroni bogate voluminozne ligande, npr. 
trifenilfosfin, trifurilfosfin ali disbenzilidenaceton (26). V našem primeru je R1 vinilna 
skupina, R2 butilna skupina, R3 piridin in X bromid. 
 
Stillejevo sklapljanje ima, podobno kot druge sklopitvene reakcije, v katalitskem ciklu tri 
korake; to so oksidativna adicija, transmetalacija in reduktivna eliminacija (Slika 10). 
Kadar je paladijev katalizator na začetku v oksidativnem stanju Pd(II), najprej poteče hitra 
redukcija do Pd(0) s pomočjo dveh ekvivalentov kositra. Paladijev katalizator nato vstopi v 
cikel v Pd(0) stanju (25). 
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Slika 10: Katalitski cikel Stillejeve reakcije; povzeto po (25). 
 
Najprej poteče oksidativna adicija heteroaril bromida na Pd(0), pri čemer nastane planarni 
Pd(II) intermediat (Slika 11). Za elektrofile tipa C(sp2)-X kot je naš, predvidevajo, da 
poteče adicija usklajeno tako, da hkrati nastaneta Pd-X in Pd-C vezi prek prehodnega 
stanja iz treh centrov. Čeprav nastane cis izomer, ta zaradi voluminoznosti paladijevih 
ligandov termodinamsko ni ugoden, zato hitro izomerizira v trans izomer (27, 28). 
 
 
Slika 11: Oksidativna adicija heteroaril bromida in nastanek planarnega Pd(II) intermediata; povzeto po (27). 
 
V reakcijo nato vstopi organokositrov reagent, ki na Pd kompleksu zamenja ligand X z R1 
(Slika 12). Kositer in skupina R1 tvorita s platino in halidom prehodno stanje v obliki 
štiričlenskega obroča, eden od voluminoznih fosfinskih ligandov pa disociira iz platine. 
Kositrov halid se nato odcepi in za sabo pusti vezano skupino R1 (27, 28). 
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Slika 12: Potek transmetalacije prek prehodnega stanja; povzeto po (28). 
 
Nazadnje poteče reduktivna eliminacija, kjer se sklopita skupini R1 in R3, pri čemer morata 
ti dve biti v cis poziciji (Slika 13). V primeru, da ima produkt ti dve skupini v trans 
položaju, mora naprej poteči trans/cis izomerizacija. Voluminozni ligandi na paladiju 
potisnejo R skupine skupaj v ekvatorialni položaj, reduktivna eliminacija nato poteče prek 
cikličnega prehodnega stanja iz treh centrov, sledi nastanek C-C vezi in regeneracija 
katalizatorja (27, 28). 
 
Slika 13: Potek reduktivne eliminacije prek cikličnega prehodnega stanja; povzeto po (28). 
 
Stillejevo sklapljanje je vsestranska reakcija, ki poteka pod milimi pogoji, je 
stereospecifična in regioselektivna, ter lahko daje visoke izkoristke. Organokositrovi 
reagenti so v primerjavi z nekaterimi drugimi organokovinskimi reagenti stabilni na zraku 
in vlagi in dovoljujejo tudi ostrejše reakcijske pogoje. Prav tako so široko komercialno 
dostopni oz. jih je možno pripraviti. Ker reakcija tolerira številne funkcionalne skupine na 
obeh sklopitvenih partnerjih, jo je možno izvesti brez uporabe zaščitnih skupin, zato je 
uporabna za sintezo kompleksnih organskih molekul s številnimi funkcionalnimi 
skupinami, makrociklov in polimerov. Slaba stran organokositrovih spojin je njihova 
toksičnost, zato reakcija ni najbolj privlačna za uporabo v velikem obsegu. To slabost je 
sicer mogoče rešiti z novo razvitimi kositrovimi reagenti z zmanjšano toksičnostjo (24, 26, 
29). Niso pa toksični le reagenti sami, ampak tudi stranski produkti, ki nastanejo v reakciji 
(30). V našem primeru nastane poleg vsake novo nastale C-C vezi tudi en ekvivalent 
tributilkositrovega bromida in pri začetni redukciji Pd(II) do Pd(0) s pomočjo stanana 
nastaneta tudi dva ekvivalenta tributilkositrovega klorida. 
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Pri Stillejevi reakciji so poleg kositrovih halidov možni še drugi stranski produkti. Homo-
sklapljanje, oziroma sklapljanje enakih partnerjev je pogosta stranska reakcija. En tak 
homo sklopljen produkt nastane pri redukciji Pd(II) do Pd(0), pri čemer nastane v našem 
primeru tudi en ekvivalent penta-1,4-diena, oz. v splošnem produkt, kjer sta sklopljena dva 
liganda R1. Reakcija homo sklapljanja lahko poteče tudi, ko je katalizator v Pd(0) stanju, 
pri čemer reakcija poteče prek radikalskega mehanizma in potrebuje za potek kisik iz 
zraka. Lahko pa poteče tudi homo-sklapljanje elektrofilov, ki nastopijo v reakciji (25). 
 
Redkejša stranska reakcija je tista, kjer pride do prenosa neprenosljivega liganda, v našem 
primeru n-butilne skupine. Alkilne skupine se od kositra odcepijo veliko počasneje kot 
vinilna, a lahko pride tudi do kompetitivnega prenosa ligandov. Literatura navaja, da je 
možno stransko reakcijo omejiti z dodatkom Cu(I) soli kot kokatalizatorja. V redkih 
primerih lahko pride tudi do hidrolitične destanilacije kositrovega reagenta, ki poteče ob 
prisotnosti vode v reakcijskem mediju (25). Zaradi pojava stranskih reakcij, ki za potek 
potrebujejo kisik ali vodo, smo pri izvedbi reakcije uporabili brezvodni THF in reaktor 
predhodno prepihali z argonom.  
 
Velika težava pri delu z organokositrovimi reagenti je odstranjevanje kositrovih stranskih 
produktov iz reakcijske mešanice. Organokositrovi stranski produkti so nepolarni in topni 
v rutinsko uporabljanih organskih topilih in netopni v vodi. Težko jih je povsem odstraniti 
tudi s kolonsko kromatografijo, saj se eluirajo tudi z relativno nepolarnimi topili in se 
vlečejo po koloni. Ena od metod, s katero očistimo glavnino tributiltin halidov preden 
izvedemo kolonsko kromatografijo, je dodatek nasičene vodne raztopine KF k reakcijski 
mešanici, ki je raztopljena v organski fazi. Ob močnem mešanju nasičena raztopina KF 
reagira s tributilkositrovimi halidi, pri čemer se na medfazi obori polimeren tributiltin 
fluorid, ki se ga lahko odstrani s filtriranjem (25). Tako taktiko čiščenja stananov smo 
uporabili pri tistih vinilpiridinih, ki jih zaradi kemijskih lastnosti nismo mogli nakisati; to 
so spojine 5, 6, 7 in 8. Ostale vinilpiridine, to so 1, 2, 3 in 4, smo lahko očistili tako, da 
smo jih nakisali, pri čemer so prešli v vodno fazo, tributiltin halidi pa so ostali v organski 
fazi. Še vedno so poleg spojine ostali kositrovi stranski produkti, ki smo jih na TLC-ju po 
orositvi z bromkrezol zelenim in segrevanjem z grelno pištolo zaznali kot modre lise. 
Izkoristki pri vinilpiridinih so razmeroma majhni tudi zato, ker smo tudi po čiščenju s 
kolonsko kromatografijo dobili le malo povsem čistih frakcij brez stananov. Spojini 4 in 6 
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na primer, smo morali dvakrat čistiti s kolonsko kromatografijo zato, ker smo po prvem 
čiščenju še vedno zaznali nečistoče. 
 
5.1.2. Komentar sinteze jodopiridinov 
 
Za sintezo jodopiridinov smo uporabili aromatsko Finkelsteinovo reakcijo, ki izmenja 
halogene atome s pomočjo bakrovih soli kot katalizatorjev. Finkelsteinova reakcija, s 
katero iz alifatskih kloridov in bromidov s pomočjo jodovih alkalijskih soli dobimo 
ustrezne alifatske jodide, je poznana že od začetka prejšnjega stoletja. Ta reakcija, ki 
poteče po mehanizmu nukleofilne adicije SN2, pa ne poteče pri aril halidih, razen redkih 
izjem. Za analogno reakcijo izmenjave pri aromatskih halogenih je kot katalizator potrebna 
kovina prehodnega stanja (31, 32). 
 
Aromatski halidi so vsestranski sintezni intermediati, saj so uporabni v mnogih 
sklopitvenih reakcijah in za sintezo organokovinskih reagentov. Pogosto so del molekul 
zdravilnih učinkovin in agrokemikalij, ključni so tudi za diagnostična kontrastna slikanja, 
kjer se uporabljajo označeni aril fluoridi (18F) in jodidi (123I). Lastnosti aril halidov so 
odvisne od vrste halogenega atoma. Moč vezi C-X pada z večanjem halogenega atoma, od 
fluora proti jodu. Med halidi so najcenejši in najbolj dostopni aril kloridi, pri čemer njihova 
dostopnost sledi Cl > Br > I > F, njihova cena pa raste v obratnem vrstnem redu. Od aril 
halidov so kloridi manj reaktivni v sklopitvenih reakcijah, a imajo večji nabor komercialno 
dostopnih derivatov, jodidi pa so idealni za tako uporabo in so bolj reaktivni zaradi 
šibkejše C-I vezi (32, 33). Reakcije, ki dovoljujejo selektivno in učinkovito izmenjavo 
halogenih atomov, bodisi za tistega z večjo ali manjšo molekulsko maso, so torej zelo 
pomembne, zato je še toliko bolj presenetljivo, da je do izuma splošno uporabne reakcije 
za izmenjavo halogenih atomov pri aril halidih prišlo šele leta 2002. Reakcije z bakrovimi 
in nikljevimi katalizatorji, ki so bile v uporabi pred tem, so imele omejitve, npr. nizke 
izkoristke, nepopolne izmenjave halogenov, več ekvivalentov bakrovih ali nikljevih 
katalizatorjev, ostre pogoje reakcije, pojav biarilnih stranskih produktov in obvezna 
polarna topila (DMF ali HMPA) (31, 34). 
 
Buchwald in Klapars sta razvila reakcijo, kjer je z uporabo zgolj katalitskih količin 
bakrovega (I) jodida (5 mol %), prebitkom natrijevega jodida in 1 mol % 1,2- ali 1,3- 
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diamino liganda, v dioksanu pri 110°C mogoče sintetizirati iz aril bromidov ustrezne aril 
jodide z visokimi izkoristki (Slika 14). Diamino ligandi, npr. N,N'-dimetiletilendiamin, 
propan-1,3-diamin in trans-N,N'-dimetil-1,2-cikloheksandiamin, so poceni in močno 
pospešijo z bakrom katalizirano reakcijo izmenjave halogenih atomov, pri čemer je trans-
N,N'-dimetil-1,2-cikloheksandiamin najbolj uspešen. Literatura navaja, da aromatska 
Finkelsteinova reakcija daje dobre izkoristke, tolerira mnogo polarnih funkcionalnih 
skupin (npr. amide, estre, amine) in deluje tudi za pripravo heteroaril jodidov. Reakcija je 
občutljiva na sterične ovire na aril bromidu, s čimer lahko pojasnimo neuspeh reakcije pri 
poskusu sinteze 3-jodo-2-metilpiridina (spojina 17) (34). 
 
 
Slika 14: Splošni postopek Buchwaldove in Klaparsove sinteze aril jodidov; povzeto po (34). 
 
Reakcija izmenjave halogenih atomov s pomočjo bakra je ravnotežna reakcija, kajti možna 
je tudi obratna Finkelsteinova reakcija (Slika 15) (34). Gonilo obratne Finkelsteinove 
reakcije, kjer se težji halogen atom zamenja za lažjega, je nastanek termodinamsko 
stabilnejšega produkta, z močnejšo C-X vezjo (C-Cl > C-Br > C-I). Gonilo reakcije v 
smeri izmenjave lažjega halogenega atoma (Br) v težjega (I), pa je razlika v topnosti 
halogenih soli – tiste, ki nastopi kot reaktant in tiste, ki nastane v reakciji. Kadar sta obe 
soli dobro topni v reakcijskem mediju, gre izmenjava halogenih atomov torej v smeri 
nastanka močnejše C-X vezi. Ravnotežje se premakne v smer produktov s težjim 
halogenim atomom, kadar je halogena sol, ki nastaja pri reakciji manj topna in se obori, s 
čimer se prepreči reverzibilnost procesa (32, 35). Pri tem sta pomembna vrsta protiiona in 
topilo. Hitrost zamenjave halogenih atomov je odvisna od koncentracije halogenih soli v 
reakcijski mešanici. V reakcijski mešanici z nepolarnim topilom, kot sta toluen ali ksilen, v 
katerih se raztopi le malo halogene soli, je reakcija zelo počasna. Izmenjava halogenih 
atomov je počasnejša tudi takrat, ko je halogena sol, ki nastopi kot reaktant povsem topna 
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v reakcijskem mediju. Izmenjava halogenih atomov je inhibirana, ker naj bi pri visoki 
koncentraciji halogenih soli nastali slabo reaktivni halo-bakrovi kompleksi (34). 
 
 
Slika 15: Potek izmenjave halogenih atomov pri aril halidih v obe smeri; povzeto po (32). 
 
Direktna nukleofilna substitucija halogenega atoma na sp2 hibridiziranem centru je težko 
izvedljiva zaradi nedosegljivosti C-X protivezne orbitale. Substitucija po mehanizmu SNAr 
je tako možna le za spojine revne z elektroni (33). V teoriji naj bi bila možna tudi za 
piridine, ki so zaradi elektronegativnosti piridinovega dušika v primerjavi z benzenom 
relativno revni z elektroni. Piridin ima zaradi možnosti resonančne stabilizacije anionskega 
intermediata predispozicijo za potek nukleofilne substitucije na orto in para poziciji glede 
na dušik. V našem primeru imajo vsi začetni piridini, razen 2-bromo-5-nitropiridina 
(poskus sinteze spojine 18), brom na mestu 3. Sinteza spojine 18, 2-jodo-5-nitropiridina, 
sploh ni potekla, zato je verjetno, da so uspešne zamenjave halogenih atomov potekle po 
drugačnem mehanizmu.  
 
Glede na prisotnost bakrovega katalizatorja, je pri aromatski Finkelsteinovi reakciji najbolj 
verjeten tipičen katalitski cikel za reakcije, ki imajo za katalizator kovino prehodnega 
stanja, kamor spada tudi baker (Slika 16). Prišlo naj bi do oksidativne adicije (hetero)aril 
halida na bakrov halid, pri čemer nastane (hetero)arilbakrov (III) kompleks. Sledi 
izmenjava halogenih atomov in reduktivna eliminacija z regeneracijo katalizatorja, pri 
čemer je gonilna sila nastanek slabo topne soli MX (32, 33). Zaradi njene slabe topnosti je 
preprečena reverzibilnost oksidativne adicije Ar-X (35). 
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Slika 16: Mehanizem aromatske Finkelsteinove reakcije z bakrovim katalizatorjem; povzeto po (32). 
 
Pri sintezi jodopiridinov smo uporabili štiri različne variante aromatske Finkelsteinove 
reakcije. Postopka A in B sta vzeta direktno po postopku Klaparsa in Buchwalda (34), pri 
čemer smo pri A uporabili N,N'-dimetiletilendiamin in pri B trans-N,N'-dimetil-1,2-
cikloheksandiamin. Čeprav literatura navaja, da trans-N,N'-dimetil-1,2-cikloheksandiamin 
najbolj pospeši z bakrom katalizirano izmenjavo halogenih atomov (34), nismo opazili 
signifikantnih razlik. Na primer, pri spojini 11, je po prvi reakciji po postopku A ostalo še 
približno 40% nezreagirane izhodne spojine in po drugi reakciji po postopku B še vedno 
približno 25%, čeprav smo uporabili domnevno aktivnejši ligand.  
 
Pri postopkih A in B smo uporabili topilo dioksan, nepolarno aprotično topilo, ki naj bi v 
kombinaciji z NaI zagotavljal visok odstotek zamenjave halogenih atomov. Pri postopku C 
smo uporabili polarno aprotično topilo DMF, in halogeno sol KI, ki za razliko od NaI ni 
povsem topna v DMF (34). S postopkom C smo dosegli uspešno izmenjavo halogenov le 
za 3-jodo-4-metilpiridin (spojina 13) in 5-jodo-2-(trifluorometil)piridin (spojina 14). Pri 
poskusu sinteze spojine 18 s postopkom C je prišlo do neželenega N-ariliranja. Zaradi 
ostrih pogojev reakcije, je pri topilu DMF najverjetneje prišlo do dekarbonilacije, pri 
čemer je nastal dimetilamin, ki je s pomočjo bakrovega katalizatorja nastopil v reakciji 
nukleofilne aromatske substitucije, pri čemer je nastal stranski produkt 2-(dimetilamino)-5-
nitropiridin (spojina 19).  
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Pri postopku D smo uporabili polarno aprotično topilo acetonitril, v katerem je NaI topen 
in nastajajoč NaBr slabo topen. Postopek D ne predvideva bakrove soli za katalizator in 
proučena literatura je razkrila, da so do sedaj uspešno uporabili to reakcijo za bromo-jodo 
izmenjavo le na orto poziciji piridina in bipiridinov (36, 37). V našem primeru smo 
poskušali zamenjati bromov atom na meta poziciji in ne na orto (poskus sinteze 5-jodo-2-
(trifluorometil)piridna, spojina 14).  
 
Soli halidov, ki se uporabljajo pri reakcijah izmenjave halogenih atomov, so zelo 
higroskopne, zato ima prisotnost vode v reakcijskem mediju pomembno vlogo (35). 
Čeprav smo poskušali zagotoviti brezvodne pogoje z uporabo brezvodnih topil, 
prepihovanjem reaktorja z argonom in predhodnim prežarjenjem uporabljenih soli CuI, 
NaI in KI, je verjetno prisotnost vlage povzročila nizke izkoristke pri sintezi jodidov (1-8 
%). Glede na to, da je gonilna sila za potek reakcije nastanek slabo topnih halogenih soli, 
lahko rezultat pripišemo boljši topnosti nastajajočih halogenih soli zaradi prisotnosti vode 
v reakcijskem mediju (35). Literatura navaja uporabo standardnih Schlenkovih pogojev, 
torej striktni brezvodni pogoji in delo v vakuumu in inertnem plinu – dušiku. Pri teh 
pogojih so v literaturi na primer navedli 99 % izkoristek za spojino 4 ob enakih drugih 
parametrih sinteze (38), naš izkoristek pa je bil le 3 %.  
 
Žal so bile naše izhodne spojine in produkti kromatografsko zelo težko ločljivi. Čeprav bi 
produkti jodopiridini morali biti vsaj v teoriji nekoliko bolj nepolarni, sta bila retencijska 
faktorja praktično enaka v veliko topilih in njihovih kombinacijah. Slabi izkoristki reakcij, 
kjer je velik procent izhodne spojine ostal nezreagiran, so še dodatno otežili čiščenje. 
Izkoristili smo minimalne razlike v retencijskih faktorjih in po enem ali dveh čiščenjih s 
kolonsko kromatografijo z zbiranjem zelo malih volumnov frakcij dobili zadovoljivo čist 
produkt (na primer spojini 10, 12). 
 
5.2. REZULTATI BIOLOŠKEGA TESTIRANJA 
 
Rezidualna aktivnost (RA) je merilo jakosti zaviranja encima, ki nam pove aktivnost 
encima, ki ostane ob prisotnosti zaviralca. Bolj kot spojina zavre delovanje encima, manjša 
je RA. Od petnajstih testiranih spojin je sedem takih, ki niso izkazale praktično nobene 
aktivnosti proti MurA iz E. coli, to so spojine 4, 5b, 7, 8, 10, 12 in 14 (Tabela 1). Naštetim 
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spojinam se RA giblje med 79 in 100 % pri koncentraciji spojine 500 µM. Za spojino 5b 
nismo pričakovali zaviralnega delovanja, saj je stranski produkt v sintezi spojine 5 in ima 
namesto vinilne skupine na orto poziciji etilno skupino. Ta kot nasičena skupina s 
cisteinom ne more reagirati po mehanizmu konjugirane nukleofilne adicije kot vinilna 
skupina in predvidevamo, da 5b zato ni mogla zavirati encima MurA. Spojine 1, 11, 13 in 
15 so zmerno zavirale MurA pri koncentraciji 500 µM, z vrednostmi RA med 53 in 65 % 
(Tabela 1). Štiri spojine od petnajstih testiranih so izkazale dovolj veliko zaviralno 
delovanje na MurA iz E. coli (RA ≤ 50 %), da smo določili tudi vrednosti IC50. To so bile 
spojine 2, 3, 5a in 6, ki so vsi vinili (Tabela 1). Spojini 2 in 3 imata obe metilno skupino na 
orto mestu glede na piridinov dušik in vinilno skupino na meta poziciji. Taka kombinacija 
substituentov na orto in meta pozicijah je najbolj zavrla aktivnost MurA. Spojini 1 in 4 
imata sicer enako kombinacijo substituentov, a sta pri 4 oba na meta poziciji glede na dušik 
in pri 1 vinilna na meta in metilna na para. Glede na to, da ti dve spojini izkazujeta le 
minimalno zaviralno delovanje, lahko sklepamo, da je za nadaljnjo optimizacijo najbolj 
obetavna kombinacija vinilne skupine na meta in metilne na orto poziciji piridina. Tudi ob 
primerjavi spojin 2 in 3 s spojino B5 iz literature (19) ugotovimo, da je metil na orto mestu 
ojačal zaviralno delovanje na MurA. Tudi spojina 6 ima vinilno skupino na meta poziciji 
glede na dušik, na orto mestu pa je hidroksilna skupina. Za primerjavo, spojini 7 in 8 imata 
sicer vinilno skupino na istem mestu kot spojina 6, a imata namesto hidroksilne skupine 
halogena fluor in klor. Spojini 7 in 8 ne izkazujeta zaviralnega delovanja na MurA, torej 
halogeni na orto mestu niso optimalni in je boljša hidroksilna skupina, a ne optimalna. 
Spojina 5a ima na orto poziciji glede na dušik vinilno skupino in na meta nitro skupino. Ta 
elektron privlačna skupina sistemu zmanjša elektronsko gostoto in poveča elektrofilnost 
spojine, ter s tem poveča možnost, da bo potekla konjugirana nukleofilna adicija 
encimovega cisteina. V primerjavi spojino A5 iz literature (19) vidimo, da je zaviralno 
delovanje na MurA izboljšano, a potrebna bi bila še nadaljnja optimizacija molekule. 
Jodopiridini imajo vsi jod na meta poziciji glede na piridinov dušik, a noben nima RA ≤ 50 
%. V primerjavi s spojino B3 iz literature (19), ki ima RA 100 % vidimo, da spojine 11, 13 
in 15 izkazujejo zmerno zaviranje encima MurA, a potrebna bi bila še nadaljnja 
optimizacija.  
 
Za spojine 2, 3, 5a in 6 smo določili tudi IC50 in Hillov koeficient. IC50 je koncentracija 
zaviralca, kjer je zavrte 50 % katalitske aktivnosti encima. Hillov koeficient pa nam da 
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podatek o številu molekul zaviralca, ki se vežejo na en encim. V idealni situaciji bi bil 
Hillov koeficient enak 1, kar bi pomenilo, da se ena molekula zaviralca veže v eno aktivno 
mesto encima. Kadar je koeficient večji od 1, pravimo, da je vezava druge molekule 
zaviralca kooperativna oz., da vezava prve molekule zaviralca poveča afiniteto za vezavo 
druge molekule. V tem primeru najpogosteje pride do nespecifične vezave zaviralca in 
nespecifičnega zaviranja encima. Kadar je Hillov koeficient manjši od 1 je kooperativnost 
vezave negativna, kar pomeni, da vezava molekule zaviralca zmanjša afiniteto vezave za 
drugo molekulo (39). IC50 iz literature za znan zaviralec MurA fosfomicin pri enakih 
pogojih testiranja na encimu MurA iz E. coli je 0,25 ± 0,01 µM (19). Vrednosti IC50 naših 
aktivnih spojin 2, 3, 5a in 6 so v mikromolarnem območju, a so 600-1000 krat šibkejše od 
fosfomicina. Glede na to, da so naše spojine mišljene le kot fragmenti možnih zaviralcev 
MurA, so te vrednosti dobre, na podlagi teh fragmentov pa lahko naprej razvijamo 
močnejše, selektivne zaviralce MurA. Hillov koeficient je za spojine 2, 3 in 5a med 1,2 in 
1,3, torej lahko sklepamo, da se je v aktivno mesto encima vezala le ena molekula 
zaviralca. Pri spojini 6 pa je Hillov koeficient že bližje 2, kar nakazuje, da pride do 
nespecifične vezave in nespecifičnega zaviranja encima MurA.  
 
Tabela I: Rezultati biokemijskega testiranja sintetiziranih spojin 
 
Oznaka 
spojine 
Struktura RA pri 500 µM, 
30 min 
preinkubacije 
IC50 (µM) in 
Hillov koeficient 
1 
 
53 % / 
2 
 
9 % 
 
IC50 = 145 µM 
H = 1,3 
3 
 
10 % 
 
IC50 = 140 µM 
H = 1,2 
4 
 
79 % / 
5a 
 
42 % 
 
IC50 = 275 µM 
H = 1,3 
5b 
 
83 % / 
46 
 
6 
 
46 % 
 
IC50 = 278 µM 
H = 1,8 
7 
 
83 % / 
8 
 
100 % / 
10 
 
99 % / 
11 
 
65 % / 
12 
 
88 % / 
13 
 
61 % / 
14 
 
81 % / 
15 
 
60 % / 
A5 (19) 
 
96 % / 
B5 (19) 
 
100 % / 
B3 (19) 
 
100 % / 
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6. SKLEP 
 
V okviru magistrske naloge smo najprej sintetizirali nove potencialne zaviralce encima 
MurA. Izhajali smo iz monosubstituiranih vinilpiridinov in jodopiridinov, ki so jim v 
preteklosti na Fakulteti za farmacijo določili rezidualne aktivnosti in nekaterim tudi 
vrednosti IC50. Uspešno smo sintetizirali 15 disubstiutiranih vinil- in jodopiridinov iz 
komercialno dostopnih disubstituiranih bromopiridinov. Čeprav smo uporabljali 
enostopenjske reakcije, smo iz več možnih razlogov dobili le manjše količine tako 
vinilpiridinov kot jodopiridinov. Izkoristki sinteze vinilpiridinov so bili med 1 in 42 %, ter 
pri sintezi jodopiridinov od 1 do 8 %. Pri sintezi vinilpiridinov je nizek izkoristek 
posledica oteženega čiščenja organokositrovih spojin iz reakcijske mešanice. Pri 
jodopiridinih pa je krivec velik procent nezreagirane izhodne spojine, ki je s produktom 
kromatografsko zelo težko ločljiva.  
 
Z biokemijskim testiranjem smo preverili zaviralno delovanje novo sintetiziranih spojin na 
MurA iz E. coli in prek tega ocenili vpliv drugega substituenta. Za najbolj učinkovite so se 
izkazale spojine 2, 3, 5a in 6, vsi vinilpiridini, za katere je bila rezidualna aktivnost manjša 
od 50 % pri koncentraciji 500 µL. Spojina 5a ima na orto poziciji glede na dušik vinilno in 
na meta nitro skupino, spojina 6 pa ima vinilno skupino na meta poziciji in na orto mestu 
hidroksilno skupino. Taka kombinacija substituentov je sicer dala dobre rezultate, a je 
potrebna še nadaljnja optimizacija. Spojini 2 in 3, ki sta najbolj zavirali encim MurA imata 
obe metilno skupino na orto poziciji in vinilno skupino na meta poziciji glede na piridinski 
dušik, kar se je med našimi spojinami izkazalo za najbolj obetavno kombinacijo 
substituentov. Za spojine 2, 3, 5a in 6 smo določili tudi vrednost IC50 in Hillov koeficient. 
Vrednosti IC50 so v mikromolarnem območju, a so 600-1000 krat šibkejše od vrednosti 
IC50 za fosfomicin iz literature. Naše spojine so sicer mišljene le kot fragmenti zaviralcev 
MurA, zato te vrednosti ocenjujemo kot dobre. Hillov koeficient je za spojine 2, 3 in 5a 
med 1,2 in 1,3, torej predvidevamo, da se je v aktivno mesto encima vezala le ena 
molekula zaviralca. Na podlagi teh rezultatov lahko iz fragmentov 2, 3, 5a in 6 naprej 
razvijamo močnejše, selektivne zaviralce MurA. 
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